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SUMMARY 
 Dendritic cells (DCs) are key initiators of the immune response. It has been 
reported that mice with short-lived DCs display impaired immune response, on the 
contrary, the enhancement of the survival of the DCs may cause autoimmune diseases. 
Despite the importance of controlling the survival of the DCs, little is known about the 
mechanisms that regulate DCs lifespan.  
 It is known that the chemokine receptor CCR7 regulates different functions on 
DCs through different signaling modules. CCR7-dependent chemotaxis is regulated 
through the MAPKs family members, while CCR7-dependent survival relies on the 
activation of the PI3K/Akt pathway. 
We have studied the role of Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK3) in the 
regulation of CCR7-dependent survival. We show that GSK3β, but not GSK3α, 
behaves as a pro-apoptotic regulator in cultured monocyte-derived human DCs. We 
found that GSK3 is also pro-apoptotic in murine splenic DCs in vitro, and in lymph 
node DCs in vivo. In keeping with its pro-survival role, stimulation of CCR7 induces 
phosphorylation/inhibition of GSK3β in both, human and murine DCs. This 
phosphorylation was mediated by the pro-survival regulator Akt1, and was independent 
of MAPKs, which are key regulators of chemotaxis as mention above.  
Stimulation of CCR7 also regulates the localization of two transcription factors 
targets of Akt, NF-κB and FOXO. Upon CCR7 stimulation pro-survival NF-κB 
translocates to the nucleus and pro-apoptotic FOXO1/3 to the cytosol, resulting in DCs 
more resistant to apoptosis because these transcription factors control the balance 
between pro- and anti-apoptotic Bcl-2 family members. 
To investigate the functional consequences of the Akt-mediated inhibition of 
GSK3β in relation to the translocation of FOXO1/3 and NF-κB, we analyzed if GSK3β 
was able to modulate the localization of these transcription factors. Using 
pharmacological inhibitors, siRNA and a construct encoding constitutively active 
GSK3β, we found that active GSK3β fosters and hampers the translocation to the 
nucleus of FOXO and NF-κB, respectively. These results suggest that, upon CCR7 
stimulation, Akt-mediated phosphorylation/inhibition of GSK3β may be required to 
allow the complete translocation of FOXO and NF-κB, and that this confers an 
extended survival to DCs.  
Finally, we tried to elucidate the mechanisms used by GSK3β to control the 
activity of FOXO transcription factors. We show that GSK3β and FOXO3 interact with 
each other in DCs. We speculate that this interaction could modulate FOXO3 
phosphorylation and association with 14-3-3 proteins and, therefore, FOXO 
localization.  
Together, the results presented provide new information on the mechanisms used 
by GSK3β to regulate survival and suggest that this kinase may be an interesting target 
to modulate DC survival and the immune response. 
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INTRODUCCIÓN 
A. Apoptosis 
A.1  Características generales 
 La apoptosis es un proceso fisiológico, regulado genéticamente, que controla la 
muerte celular cuya ejecución es fundamental durante el desarrollo embrionario y para 
el mantenimiento de la homeostasis tisular (Prindull 1995). Su desregulación puede 
generar defectos durante el desarrollo, enfermedades autoinmunes, neurodegeneración o 
cáncer (Thompson 1995). 
 La apoptosis consta de diferentes fases. En la fase de iniciación los estímulos 
pro-apoptóticos activan la maquinaria central de la apoptosis, cuya completa activación 
da lugar a la aparición de los cambios morfológicos característicos de este proceso que 
comienzan durante la fase efectora. Estos cambios incluyen la formación de blebs en la 
membrana, disminución del tamaño celular, condensación de la cromatina, 
fragmentación del ADN y pérdida de la adherencia celular (Saraste et al. 2000). 
Finalmente, se produce la fase de degradación, en la cual se forman los cuerpos 
apoptóticos, fragmentos cerrados de membrana plasmática que contienen orgánulos 
celulares y restos nucleares, que son reconocidos y eliminados por células fagocíticas. 
Este reconocimiento es posible porque durante la apoptosis se produce un cambio en la 
localización de fosfatidilserina, que pasa de estar en la cara citoplasmática de la 
membrana a estar expuesta en la superficie, donde actúa como señal reconocida por los 
fagocitos (Savill et al. 2000). 
  La apoptosis no genera inflamación porque la formación de los cuerpos 
apoptóticos impide la liberación del contenido celular al exterior, eliminándose las 
células apoptóticas sin que se genere respuesta inmunológica. Este proceso fisiológico 
de muerte celular es muy distinto del de necrosis, en el cual se produce la ruptura de la 
membrana plasmática y la liberación del contenido celular, lo cual inicia un proceso 
inflamatorio necesario para la eliminación de los restos celulares (Leist et al. 2001). 
 La duración del proceso de apoptosis es muy variable, se ha estimado que in vivo 
oscila entre 6 y 24 horas, aunque varía dependiendo del tipo celular (Gavrieli et al. 1992). 
Además la apoptosis no ocurre de un modo sincrónico dentro de una población debido, 
principalmente, a la gran variabilidad en la fase de iniciación. Estudios de 
videomicroscopía de cultivos celulares muestran que los cambios morfológicos visibles 
se llevan a cabo en menos de 2 horas (Messam et al. 1998), aunque “el punto de no retorno” 
se produce antes de la aparición de estos cambios (Brunet et al. 1998). El proceso de 
apoptosis puede ser fácilmente infravalorado cuantitativamente (Saraste et al. 2000) como 
resultado de la corta escala de tiempo en la cual la apoptosis es detectable y de la 
asincronía, ya que sólo unas pocas células apoptóticas estarán presentes en un momento 
determinado. 
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A.2  Caspasas 
 Las caspasas constituyen una familia de cisteín proteasas que desempeñan un 
papel fundamental durante la apoptosis. Son sintetizadas como zimógenos que carecen 
de actividad enzimática, y requieren ser proteolizadas para su completa activación. 
Estos zimógenos tienen tres dominios diferentes; un prodominio, una subunidad p20 y 
una subunidad p10. Son necesarios dos cortes para una correcta activación, uno que 
separa el prodominio y otro que libera las subunidades p20 y p10. Las caspasas se 
clasifican en dos grupos, caspasas iniciadoras y caspasas efectoras (Earnshaw et al. 1999), 
en función de la longitud del prodominio.  
Las caspasas iniciadoras (caspasa-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12) tienen 
grandes prodominios que contienen regiones de interacción con otras proteínas. Estos 
dominios pueden ser tipo DED (Death Effector Domain) o CARD (CAspase 
Recruitment Domain), ambos favorecen el reclutamiento de estas caspasas a grandes 
complejos moleculares, formados en respuesta a estímulos pro-apoptóticos, donde se 
produce su activación (Li et al. 2008). Las caspasas efectoras (caspasa-3, -6, -7), con 
prodominios cortos, son activadas por caspasas iniciadoras y llevan a cabo el corte de 
múltiples sustratos implicados en el proceso de apoptosis. 
Las caspasas reconocen una secuencia tetrapeptídica específica en sus sustratos, 
esta especificidad constituye además la base para el diseño de inhibidores específicos de 
esta familia de proteasas (Nicholson 1999). 
Dada la función que desarrollan estas proteasas durante la apoptosis es necesario 
que su actividad esté estrictamente regulada. Esta regulación se produce a distintos 
niveles (Li et al. 2008): (i) regulación de la transcripción, (ii) modificaciones post-
traduccionales que regulan su actividad, (iii) proteínas inhibidoras de la apoptosis 
(IAPs) que se unen a las caspasas inhibiendo su actividad, y (iv) miembros anti-
apoptóticos de la familia Bcl-2 que bloquean la activación de las caspasas. 
A.3  Proteínas de la familia Bcl-2 
 La familia Bcl-2 de proteínas cumple un papel esencial en la regulación de la 
supervivencia celular. Todas las proteínas que constituyen esta familia contienen entre 
una y cuatro regiones de homología diferentes denominadas dominios BH. 
Funcionalmente se clasifican en dos grandes grupos según sean pro-supervivencia, que 
actúan inhibiendo la apoptosis, o pro-apoptóticas, cuya función induce el proceso de 
muerte celular (Strasser 2005; Youle et al. 2008). 
 Los miembros pro-supervivencia de la familia Bcl-2 son Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, 
A1, Mcl-1 y Boo. Excepto Mcl-1 todos contienen los cuatro dominios BH, implicados 
en la interacción con proteínas pro-apoptóticas que resultan así inhibidas. Tienen una 
región transmembrana en el extremo C-terminal que determina su localización en la 
membrana mitocondrial externa. De acuerdo con su función anti-apoptótica, la 
reducción de su expresión produce un aumento en la apoptosis (Veis et al. 1993; Motoyama 
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et al. 1995; Opferman et al. 2003) y su sobreexpresión induce supervivencia celular frente a 
una amplia variedad de estímulos pro-apoptóticos (Danial et al. 2004). 
 Las proteínas pro-apoptóticas de la familia Bcl-2 se caracterizan porque su 
sobreexpresión induce apoptosis en respuesta a diversos estímulos y porque 
interaccionan con proteínas pro-supervivencia de la familia Bcl-2. Se dividen en dos 
grupos principales, las proteínas de tipo Bax/Bak y las proteínas que contienen sólo 
dominios BH3. Las proteínas de tipo Bax/Bak incluyen Bax, Bak, Bok y Bcl-XS, tienen 
dos o tres dominios BH y son necesarias para que se lleve a cabo la apoptosis en varios 
tipos celulares (Lindsten et al. 2000; Rathmell et al. 2002). Estas proteínas inducen apoptosis 
porque aumentan la permeabilidad de la membrana mitocondrial, favoreciendo así la 
liberación al citoplasma de otras proteínas pro-apoptóticas, entre las cuales el citocromo 
c es una de las más estudiadas. Las proteínas de tipo BH3 incluyen Bad, Bik, Bid, Hrk, 
Bim, Noxa, Puma y Bmf. Se caracterizan porque todas tienen un dominio BH3. Se ha 
descrito que estas proteínas inducen apoptosis porque interaccionan con una elevada 
afinidad con los miembros pro-supervivencia de la familia Bcl-2 produciendo su 
inhibición (Bouillet et al. 1999; Huang et al. 2000).  
 En resumen, los diversos miembros de la familia Bcl-2 actúan en conjunto como 
un punto de control que determina si la célula sobrevive o entra en apoptosis ante un 
estímulo concreto, determinando el balance entre miembros pro- y anti-apoptóticos  de 
esta familia el destino celular. 
A.4  Apoptosis extrínseca e intrínseca 
 Existe una gran variedad de estímulos capaces de activar dos rutas principales de 
apoptosis: la vía extrínseca o de receptores de muerte, y la vía intrínseca o mitocondrial 
(Green et al. 2004). Los mecanismos de regulación y de señalización implicados en ambas 
vías son complejos, sin embargo ambas convergen en la activación de caspasas 
efectoras (Strasser et al. 2000; Jin et al. 2005). A continuación se describen ambas vías de 
forma muy simplificada. 
La vía extrínseca se activa por receptores de muerte como Fas, el receptor de 
TNF o receptores TRAIL (Ashkenazi et al. 1998). La estimulación de estos receptores con 
sus ligandos induce oligomerización de los receptores y reclutamiento de proteínas 
adaptadoras, que contienen dominios de muerte, y de caspasa-8, formándose así un 
complejo denominado DISC (Death-Inducing Signaling Complex). En este complejo se 
produce la activación de caspasa-8, que es la caspasa iniciadora en la vía extrínseca, 
seguida por la activación de caspasas efectoras como caspasa-3, -6 y -7 (Figura 1). 
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Figura 1. Modelo de las vías de señalización que median la apoptosis por vía extrínseca e intrínseca. La 
apoptosis a través de la vía extrínseca comienza cuando ligandos de receptores de muerte (por ejemplo, FasL) se 
asocian a sus receptores induciendo su oligomerización y permitiendo el reclutamiento de proteínas adaptadoras con 
dominios de muerte y de caspasa-8, formándose un complejo denominado DISC en el que se produce la activación de 
la caspasa iniciadora de esta vía (caspasa-8). La apoptosis a través de la vía intrínseca puede ser activada por diversos 
estímulos, como privación de factores de crecimiento o estrés oxidativo, que activan miembros pro-apoptóticos de la 
familia Bcl-2 favoreciendo la liberación de citocromo c de la mitocondria. De este modo se forma un complejo 
denominado apoptosoma que contiene citocromo c, Apaf-1 y caspasa-9, en el cual se produce la activación de la 
caspasa iniciadora de esta vía (caspasa-9). Ambas vías convergen en la activación de caspasa-3. 
 La vía intrínseca puede ser activada por diversos estímulos pro-apoptóticos que 
convergen a nivel mitocondrial (daño en el DNA, estrés oxidativo o privación de 
factores de crecimiento). Estos estímulos alteran el balance entre miembros pro- y anti-
apoptóticos de la familia Bcl-2 induciendo la liberación de citocromo c al citoplasma. El 
citocromo c interacciona con Apaf-1 (Apoptosis Protease-inducing Factor 1) y caspasa-
9, formando un complejo denominado apoptosoma (Figura 1) en el que se produce la 
activación de caspasa-9, que es la caspasa iniciadora en la vía mitocondrial (Hakem et al. 
1998), seguida por la activación de caspasas efectoras como caspasa-3 (Shi 2002). 
B.  Las Células Dendríticas 
B.1  Sistema inmune y respuesta inmunológica 
 El sistema inmunitario está constituido por todas aquellas moléculas, células, 
tejidos y órganos cuya función proporciona inmunidad frente a sustancias extrañas. Para 
generar inmunidad los diversos componentes del sistema inmunitario actúan de manera 
coordinada y organizada generando lo que se denomina respuesta inmunológica, la cual 
puede ser de dos tipos, respuesta inmune innata y respuesta inmune adaptativa (Fearon et 
al. 1996).  
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La inmunidad innata proporciona la primera línea de defensa frente a las 
infecciones y está constituida por barreras físicas y químicas presentes incluso antes de 
que se produzca la infección. Esto permite que este tipo de respuesta se produzca 
rápidamente, pero también implica que esta respuesta tiene mucha menor especificidad 
que la respuesta inmune adaptativa. Entre los participantes de la respuesta inmune 
innata se incluyen barreras físicas como los epitelios, células fagocíticas, como 
macrófagos o neutrófilos, y proteínas del complemento.  
La inmunidad adaptativa es una respuesta más tardía y que muestra una alta 
especificidad frente a una infección determinada. Este tipo de inmunidad puede generar 
“memoria” frente a un antígeno, lo que permite responder con mayor rapidez e 
intensidad a exposiciones repetidas a ese antígeno (Dutton et al. 1998). Los principales 
componentes de este tipo de inmunidad son las células presentadoras de antígeno 
(CPAs), los linfocitos B y T, y productos derivados de estas células especializadas, 
como los anticuerpos. 
Existen diferentes fases durante el curso de una respuesta inmune adaptativa 
(Figura 2). La inmunidad adaptativa comienza con la fase de reconocimiento antigénico, 
que se produce cuando una CPA, que ha captado y procesado antígenos en focos de 
infección, presenta estos antígenos en su superficie, donde pueden ser reconocidos por 
linfocitos específicos para ese antígeno (Figura 2). En la fase de activación los linfocitos 
que reconocen estos antígenos sufren un proceso de activación y proliferación. Estos 
linfocitos son los responsables de iniciar  la fase efectora, en la cual se lleva a cabo la 
resolución de la infección. Una vez eliminado el antígeno comienza una fase de 
disminución de la respuesta inmune y restablecimiento de la homeostasis tisular. 
Durante esta última fase la apoptosis es un proceso esencial (Feig et al. 2007). Sin 
embargo, no todos los linfocitos sufren apoptosis al final de una respuesta inmune. 
Algunos de ellos permanecen en el organismo como células de memoria, permitiendo la 
inducción de una respuesta más rápida e intensa ante exposiciones sucesivas al mismo 
antígeno. 
Figura 2. Fases de la respuesta inmune adaptativa. En 
la fase de reconocimiento se lleva a cabo la presentación 
antigénica, en esta fase los linfocitos reconocen los 
antígenos expuestos en la superficie de la CPA. La 
segunda fase es la de activación, en la cual los linfocitos 
sufren un proceso de activación y proliferación. En la 
fase efectora los linfocitos eliminan los antígenos. Para 
disminuir la respuesta inmune los linfocitos activados 
son eliminados por apoptosis, permitiendo el 
restablecimiento de la homeostasis tisular, pero no todas 
las células activadas sufren apoptosis, algunas 
sobreviven como células de memoria. El eje X 
representa la duración de cada fase y el eje Y la 
magnitud de la respuesta. 
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B.2  Función inmunológica y ciclo biológico 
 Las células dendríticas (CDs) son las CPAs más especializadas del sistema 
inmune. Se originan a partir de precursores derivados de médula ósea que son liberados 
a la sangre, donde sufren un proceso de diferenciación a CDs. Estas CDs circulantes 
pueden extravasar a los tejidos periféricos, donde residen como CDs inmaduras (Figura 
3). Las CDs inmaduras se caracterizan por la expresión de receptores de quimioquinas 
inflamatorias, que median la migración de estas CDs hacia focos de inflamación, y por 
tener una elevada capacidad para endocitar y procesar antígenos (Steinman 1991; 
Banchereau et al. 1998). Asimismo las CDs inmaduras expresan bajos niveles de moléculas 
co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40) y de MHCI y II en superficie, lo que les hace 
ser poco eficientes en el proceso de presentación antigénica. 
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Figura 3. Ciclo biológico de las CDs. Las CDs se originan mediante un proceso de diferenciación a partir de 
precursores de médula ósea que pasan a la sangre. Estas CDs circulantes sufren un proceso de extravasación a tejidos 
periféricos, como la piel, en los que residen como CDs inmaduras que son las responsables de la captación y 
procesamiento de antígenos. Ante “señales de peligro”, como productos microbianos o citoquinas inflamatorias, estas 
CDs inmaduras sufren un proceso de maduración y migran a los ganglios linfáticos donde, como CDs maduras, 
llevan a cabo la presentación de los antígenos a los linfocitos T. Estos linfocitos T sufren un proceso de activación y 
proliferación y migran a los tejidos donde las CDs captaron los antígenos para eliminar la infección. La expresión del 
receptor de quimioquinas CCR7 es un paso clave durante la maduración de las CDs, ya que su expresión es lo que 
permite que las CDs migren hacia los ganglios linfáticos, en los cuales se encuentran sus ligandos, las quimioquinas 
CCL19 y CCL21. 
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En presencia de “señales de peligro” como productos microbianos (ej. LPS) o 
citoquinas inflamatorias (ej. TNFα) las CDs inmaduras comienzan un proceso de 
diferenciación que dará lugar a CDs maduras. Durante este proceso de maduración 
disminuye la capacidad endocítica y aumentan la expresión de moléculas co-
estimuladoras y de MHCI y II en la superficie celular, lo que permite que las CDs 
maduras sean altamente eficientes en la presentación de antígeno (Steinman 1991; 
Banchereau et al. 1998). Además las CDs maduras pierden la expresión de receptores de 
quimioquinas inflamatorias y comienzan a expresar CCR7, lo que les permite migrar 
hacia los ganglios linfáticos (Dieu-Nosjean et al. 1999) y localizarse en las zonas T, donde 
presentan los antígenos capturados en la fase de CD inmadura a los linfocitos T (Figura 3) 
(Mempel et al. 2004). De este modo las células T que poseen el TCR específico para la 
carga antigénica de las CDs sufrirán un proceso de activación y proliferación, seguido 
por la migración de estos linfocitos a los lugares de inflamación donde las CDs captaron 
los antígenos (Dudda et al. 2004). 
 Existe además una subpoblación de CDs, denominadas “semi-maduras”, que 
expresan CCR7 y migran a los ganglios linfáticos constitutivamente (Figura 3), incluso en 
ausencia de inflamación. Estas CDs activan a los linfocitos T para inducir tolerancia 
periférica (Steinman et al. 2002; Ohl et al. 2004). 
B.3  Apoptosis en las células dendríticas; relevancia en la función 
inmunológica 
 La apoptosis es un proceso fundamental para mantener la homeostasis del 
sistema inmune. Mutaciones tanto en receptores de muerte celular (por ejemplo, Fas) 
como en sus ligandos (FasL), se han asociado al desarrollo de procesos autoinmunes 
como consecuencia de una excesiva activación del sistema inmune (Siegel et al. 2000). El 
proceso de apoptosis y su relación con la función inmune ha sido ampliamente 
estudiado en linfocitos debido a la alta tasa de proliferación que experimentan durante el 
curso de una respuesta inmune. Sin embargo, los estudios que relacionan la 
supervivencia de las CDs con la respuesta inmune todavía son relativamente escasos. 
 La vida media de las CDs es relativamente corta, la estimación es que las CDs 
murinas de bazo son reemplazadas cada 3-4 días in vivo (Kamath et al. 2000; Nopora et al. 
2002). Está ampliamente aceptado que las CDs maduras mueren en su mayoría en los 
ganglios linfáticos en los que han cumplido su función como CPAs (Garg et al. 2003). No 
obstante, existen estudios recientes que muestran cómo una pequeña proporción de estas 
CDs sobreviven y retornan a la circulación. Diversas evidencias muestran actualmente 
la importancia de mantener la supervivencia de las CDs en un período de tiempo 
determinado. En este sentido ratones modificados genéticamente en los cuales la 
supervivencia de las CDs se encuentra incrementada presentan, en general, una mayor 
activación de linfocitos T y/o B (Nopora et al. 2002; Peng et al. 2005; Chen et al. 2006; Chen et al. 
2007b). En algunos casos incluso aumenta la producción de anticuerpos anti-nucleares y 
los ratones desarrollan síntomas de autoinmunidad (Chen et al. 2006; Chen et al. 2007b). 
Además ratones modificados genéticamente en los cuales aumenta la apoptosis de las 
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CDs muestran un defecto en la activación de la respuesta inmune adaptativa, tanto en la 
activación y proliferación de linfocitos T como en la producción de anticuerpos (Jung et 
al. 2002; Hou et al. 2004). 
Resulta evidente, por tanto, que la vida media de las CDs debe estar 
estrechamente regulada, siendo el balance entre miembros pro- y anti-apoptóticos de la 
familia Bcl-2 uno de los principales reguladores de la supervivencia de las CDs maduras 
(Nopora et al. 2002; Chen et al. 2007a). 
C.  Quimioquinas y sus receptores 
C.1  Quimioquinas 
Las quimioquinas (Chemokines; CHEMOtactic cytoKINES) constituyen la 
mayor familia de citoquinas en el genoma humano. Son moléculas pequeñas (8-14 
KDa), principalmente secretadas, que actúan como quimioatrayentes celulares mediante 
la activación de receptores de siete dominios transmembrana acoplados a  proteínas G 
heterotriméricas (GPCRs) (Rollins 1997; Thelen 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1. Clasificación funcional de las quimioquinas y sus receptores. En esta tabla se muestran las quimioquinas 
clasificadas en base a su función en tres grupos: quimioquinas inflamatorias o inducibles (rojo), quimioquinas 
homeostáticas o constitutivas (verde) y quimioquinas que pueden actuar como inflamatorias y homeostáticas 
(amarillo). También se muestran los receptores para cada quimioquina y los tipos de leucocitos que expresan estos 
receptores. 
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Desde el punto de vista funcional las quimioquinas se dividen generalmente en 
dos grupos: quimioquinas inflamatorias o inducibles, que son sintetizadas en zonas de 
inflamación y permiten el reclutamiento de los leucocitos a estos lugares, y 
quimioquinas constitutivas u homeostáticas, responsables de la migración basal de los 
leucocitos y de la organización de los órganos linfoides secundarios (Cyster 1999; Sallusto 
et al. 2000). Aunque debe indicarse que también existen quimioquinas homeostáticas con 
importantes funciones en la resolución de un proceso inflamatorio (Tabla 1). 
La estructura secundaria de las quimioquinas consta de un segmento amino-(N)-
terminal flexible seguido de tres láminas β antiparalelas y una hélice α en el extremo 
carboxilo-(C)-terminal (Allen et al. 2007). En su secuencia presentan cuatro residuos de 
cisteína muy conservados que forman dos enlaces disulfuro (Cys1-Cys3 y Cys2-Cys4). 
La posición relativa de las dos primeras cisteínas permite clasificar las quimioquinas en 
cuatro familias (Zlotnik et al. 2000): (i) CC, en las cuales las cisteínas son adyacentes, (ii) 
CXC, que tienen un aminoácido no conservado entre ambas cisteínas, (iii) C, que 
presentan sólo dos cisteínas conservadas en lugar de cuatro, y (iv) CX3C, con tres 
aminoácidos no conservados entre las dos primeras cisteínas. 
C.2  Receptores de quimioquinas 
 Las quimioquinas ejercen su función señalizando a través de receptores 
específicos denominados receptores quimiotácticos, que pertenecen a la familia de 
receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteínas G heterotriméricas 
(GPCRs). Hasta la fecha se han descrito unos 20 receptores funcionales diferentes y tres 
receptores que no señalizan pero cumplen funciones como “scavenger” (Tabla 1). Se 
piensa que éstos últimos ayudan a terminar las respuestas inmunes mediante la unión e 
internalización de quimioquinas para retirarlas del medio (Graham 2009). Cabe mencionar 
la gran promiscuidad que existe entre las quimioquinas y sus receptores, ya que una 
misma quimioquina puede activar diversos receptores y un mismo receptor puede ser 
activado por diferentes quimioquinas (Tabla 1). 
 Los GPCRs poseen el extremo N-terminal y tres loops en la región extracelular, 
siete hélices α en la región transmembrana, y el extremo C-terminal y otros tres loops 
en la región intracelular (Paterlini 2002; de Brevern et al. 2005). Existe además una secuencia 
muy conservada en el segundo loop intracelular, el motivo DRY (Aspártico, Arginina, 
Tirosina), que está implicada en la inducción de señales intracelulares y que no está 
presente en los receptores scavenger (Graham 2009). 
 Los receptores quimiotácticos se clasifican en cuatro grupos diferentes: CC, 
CXC, C y CX3C, en función del tipo de quimioquina/s que unen (Zlotnik et al. 2000). 
Asimismo se pueden clasificar, al igual que sus ligandos (Tabla 1), en homeostáticos o 
inflamatorios. 
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Las señales generadas a través de los receptores quimiotácticos se caracterizan 
porque son generalmente transitorias. La activación de efectores intracelulares ocurre 
rápidamente tras la unión del ligando al receptor, pero a continuación disminuye la 
actividad del receptor produciéndose la terminación de las señales inducidas por éste. 
Este proceso se conoce como desensibilización del receptor y, de un modo simplificado, 
implica la fosforilación del receptor por GRKs (G protein-coupled Receptor Kinases) 
y/o PKCs (Protein Kinases C). Las GRKs inducen desensibilización específicamente en 
aquéllos receptores que se hayan activado, desensibilización homóloga. Sin embargo, la 
desensibilización inducida por las PKCs se produce incluso GPCRs no activados, 
desensibilización heteróloga. La fosforilación de los GPCRs producida por estas 
quinasas favorece la asociación de moléculas denominadas arrestinas que reclutan 
componentes reguladores de la endocitosis mediada por clatrina, permitiendo la 
internalización el receptor y contribuyendo a la terminación de la señal (Claing et al. 2002). 
C.3  Proteínas G heterotriméricas 
 Las proteínas G heterotriméricas actúan como interruptores moleculares que 
“encienden” diversas vías de señalización intracelulares en respuesta a la activación de 
GPCRs por señales extracelulares. Están constituidas por una subunidad α, que se 
asocia a un dímero formado por una subunidad β y una γ. Las subunidades β y γ forman 
un dímero muy estable que sólo puede disociarse en condiciones desnaturalizantes, por 
lo cual Gβγ constituye una única unidad funcional. Las proteínas G heterotriméricas se 
clasifican en 4 tipos en función de la subunidad α que contienen: αs, αi/0, αq/11 y α12/13 
(Cabrera-Vera et al. 2003). Se han descrito 21 subunidades α diferentes, 6 β y 12 γ. El 
heterotrímero αβγ puede estar formado por cualquier combinación de las tres. Por tanto, 
la expresión diferencial y la localización de las diferentes subunidades puede ser clave 
para la especialización en la señalización a través de los GPCRs (Robishaw et al. 2004). 
En condiciones de reposo la subunidad α se encuentra inactiva porque está unida 
a GDP (α-GDP), y además se asocia al dímero βγ inhibiéndolo (Figura 4). La unión del 
ligando al receptor induce un cambio conformacional que permite la activación del 
receptor, el cual cataliza la liberación del GDP de la subunidad α del heterotrímero que 
se encuentra unido al receptor permitiendo la generación de la forma activa de la 
subunidad α (α-GTP), que en este estado se disocia del receptor y del dímero βγ (Hamm 
1998). De este modo tanto la subunidad α como el dímero βγ quedan libres para 
interaccionar con sus efectores (Thelen 2001; Cabrera-Vera et al. 2003) (Figura 4). La duración 
de la señal está determinada por la tasa de hidrólisis de GTP de la subunidad α y la 
consecuente re-asociación del heterotrímero inactivo α-GDP-βγ. Existen moléculas 
denominadas RGSs (Regulators of G-protein Signaling) que inhiben la actividad de las  
subunidades α mediante diversos mecanismos, uno de los cuales produce un aumento 
en la actividad GTPasa intrínseca de las subunidades α, acelerando la formación de α-
GDP y, por tanto, la formación de un complejo inactivo α-GDP-βγ (De Vries et al. 2000).  
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Figura 4. Ciclo de las proteínas 
G. Las proteínas G 
heterotriméricas están inhibidas 
en condiciones de reposo porque 
la subunidad α permanece en su 
forma inactiva (α-GDP) asociada 
al dímero βγ, que resulta así 
inhibido. La asociación del 
ligando al receptor activa el 
GPCR que actúa como GEF 
favoreciendo el intercambio de 
GDP por GTP en la subunidad α. 
En su forma activa (α -GTP) la 
subunidad α se disocia del 
dímero βγ, que resulta así 
activado. La actividad GTPasa 
intrínseca de la subunidad α 
convierte el GTP en GDP, 
generando de nuevo α-GDP que 
se asocia con el dímero βγ 
inhibiéndolo. Las RGSs inhiben 
la actividad de las subunidades α. 
 
En el caso de los receptores quimiotácticos se ha descrito que la quimiotaxis es 
inhibida por la toxina pertúsica (PTX), lo cual indica su dependencia de proteínas G 
heterotriméricas de la familia αi. La PTX ADP-ribosila proteínas de la familia αi 
inhibiéndolas e impidiendo su disociación del dímero βγ. Esto implica que se produce la 
inhibición tanto de la subunidad αi como del dímero βγ (Van Dop et al. 1984). Por tanto, 
para discriminar si son las proteínas αi o las βγ las implicadas en la regulación de una 
función determinada son necesarias otras estrategias como el empleo de RNA de 
interferencia o de construcciones como αTransducina, fosducina o βARK-CT que inhiben 
específicamente al dímero βγ. Estas estrategias han permitido establecer que el dímero 
βγ está implicado en la regulación de la quimiotaxis (Arai et al. 1997; Neptune et al. 1999).  
Como se mencionó anteriormente la expresión de diversos tipos de proteínas G 
en cada tipo celular o en cada momento de la diferenciación puede ser determinante 
para regular la señalización de los GPCRs en un tipo celular determinado y en un 
momento concreto. En este sentido es importante señalar que las CDs expresan 
específicamente algunos tipos concretos de subunidades α, β y γ de proteínas G (Tabla 2) 
(Resultados sin publicar MA Vega y AL Corbí). 
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Tabla 2. Subunidades α, β y γ de las proteínas G 
expresadas en CDs maduras. (Datos sin publicar, 
M.A. Vega y A.L. Corbí). 
 
Grupo Expresión en CDs
Gαi/0
Gαi1
Gαi2
Gαi3
Gα0
Gαz
Gαgust
Gαt1
Gαt2
Gαq/11
Gαq
Gα11
Gα14
Gα15/16
Gα12/13
Gα12
Gα13
Gαs
Gαs
GαsXL
Gαolf
-
++
-/+
-/+
-
++++
++
++
-
++++
++
+++++
+++
-
Grupo Expresión en CDs
Gβ
Gβ1
Gβ2
Gβ3
Gβ4
Gβ5
-
+++
-
++
+/-
Grupo Expresión en CDs
Gγ
Gγ1, Gγrod
Gγ3
Gγ4
Gγ5
Gγ7
Gγ10
Gγ11
Gγ12
Gγ13
-
+++++
-
Gγ14, Gγcone
Gγ2, Gγ6
Gγ8, Gγ9
+/-
+/-
+/-
-
D. El receptor de quimioquinas CCR7 y sus ligandos, CCL19 y CCL21 
D.1  Las quimioquinas CCL19 y CCL21 
 Las quimioquinas son moléculas de gran importancia en la regulación del tráfico 
leucocitario. CCL19 y CCL21, únicos ligandos del receptor de quimioquinas CCR7, 
regulan la migración de algunas poblaciones de linfocitos y CDs a los ganglios 
linfáticos. Esto ocurre en condiciones homeostáticas, para la inducción de tolerancia 
periférica, y en condiciones de inflamación, para la iniciación de la respuesta inmune 
adaptativa. 
CCL19 y CCL21 son producidas por células estromales de las zonas T de los 
ganglios linfáticos. CCL19 también es sintetizada por CDs humanas, lo cual puede 
servir como fuente adicional de este ligando, contribuyendo a mejorar la migración 
hacia los ganglios linfáticos. CCL21 es producida además por células endoteliales de los 
vasos linfáticos aferentes y, en ratón pero no en humanos, se sintetiza también en las 
vénulas del endotelio alto (Cyster 1999; Baekkevold et al. 2001; Carlsen et al. 2005). En ratón 
existen dos genes para CCL21 que generan dos formas funcionales diferentes de 
CCL21, CCL21-Ser, que se expresa en órganos linfoides y es equivalente a la 
quimioquina humana, y CCL21-Leu, que contiene un residuo de leucina en la posición 
65 y se expresa en vasos linfáticos. Los ratones plt/plt (Paucity of Lymph-node T cells) 
tienen una deleción del locus que codifica para CCL19 y CCL21-Ser, pero aún expresan 
CCL21-Leu (Nakano et al. 1998; Luther et al. 2000). En estos ratones la migración a los 
ganglios linfáticos de las CDs está considerablemente disminuida tanto en condiciones 
homeostáticas como inflamatorias (Gunn et al. 1999). 
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Existen diferencias funcionales entre CCL19 y CCL21 a pesar de que su 
afinidad por CCR7 es muy similar (Sullivan et al. 1999). Por ejemplo CCL19, pero no 
CCL21, estimula eficientemente la fosforilación e internalización de CCR7 (Kohout et al. 
2004). Otra diferencia es que CCL21 interacciona con glucosaminoglicanos y otras 
moléculas de la superficie celular, esto es debido a que contiene una secuencia rica en 
aminoácidos básicos en el extremo C-terminal que no está presente en CCL19.  
D.2  El receptor de quimioquinas CCR7 
CCR7 forma parte de la familia de receptores quimiotácticos CC, cuyas 
características estructurales y mecanismos de señalización han sido explicados 
anteriormente. CCR7 se expresa en CDs maduras y semi-maduras, células B y T naive, 
timocitos en determinados estadíos del desarrollo, células T reguladoras y algunos tipos 
de células T de memoria (Forster et al. 2008). CCR7 también se expresa en células no 
pertenecientes al sistema inmune, especialmente en algunas células tumorales. 
Los ratones knockout de CCR7 presentan los siguientes defectos: (i) alteraciones 
en la arquitectura de los órganos linfoides, (ii) desarrollo de estructuras linfoides 
ectópicas, especialmente en las mucosas de órganos como pulmón e intestino, (iii) 
defectos en la migración hacia los ganglios linfáticos de diversas poblaciones de 
linfocitos T y CDs, (iv) problemas en la diferenciación y maduración de timocitos, (v) 
retraso en la inducción de la respuesta inmune adaptativa y (vi) disminución de la 
tolerancia central y periférica (Forster et al. 1999). 
D.3  Funciones reguladas por CCR7 en CDs y vías de señalización 
implicadas 
 El fenotipo de los ratones knockout de CCR7 junto con el de los ratones plt/plt, 
explicado anteriormente, demuestra la importancia de CCR7 y sus ligandos en la 
migración de las CDs maduras y semi-maduras hacia los ganglios linfáticos. Sin 
embargo, más recientemente se ha demostrado la implicación de CCR7 en la regulación 
de otras funciones de las CDs aparte de la quimiotaxis. Entre estas funciones se 
encuentran la supervivencia (Sanchez-Sanchez et al. 2004), la endocitosis (Yanagawa et al. 
2003), la diferenciación (Marsland et al. 2005) y la velocidad migratoria de las CDs (Riol-
Blanco et al. 2005). También se ha descrito que las moléculas señalizadoras implicadas en 
la regulación de cada una de estas funciones son diferentes (Riol-Blanco et al. 2005; Sanchez-
Sanchez et al. 2006) (Figura 5). 
 La regulación de la quimiotaxis inducida por CCR7 es dependiente de proteínas 
G de la familia αi y de los tres miembros de la familia de las MAPKs; ERK1/2, p38 y 
JNK. La velocidad migratoria está regulada por la vía Rho/Pyk2/Cofilina, cuya 
activación no es sensible a la inhibición por PTX, sino que está modulada por proteínas 
G de la familia α12/13 (Sanchez-Sanchez et al. 2006). El proceso de maduración de las CDs 
también puede ser inducido por la estimulación con CCL19/21. Esta regulación es 
inhibida con PTX, lo que demuestra que es dependiente de proteínas G heterotriméricas 
de la familia αi, pero no se conocen las moléculas efectoras implicadas en este proceso 
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(Marsland et al. 2005). Se ha descrito también la inducción de cambios morfológicos y una 
mayor tasa de endocitosis en presencia de los ligandos de CCR7, lo cual también es 
dependiente de proteínas G de la familia αi, aunque en este caso los efectores son Cdc42 
y Rac (Yanagawa et al. 2002; Yanagawa et al. 2003). Finalmente, CCR7 puede regular la 
supervivencia de las CDs mediante la activación de la ruta PI3K/Akt/NF-κB, la cual 
también es dependiente de proteínas G αi (Sanchez-Sanchez et al. 2004). 
 
CCR7
CCL19
CCL21
β γ
αi α12/13
PI3K
Akt1
NFκB
Erk1/2
p38
JNK
Cdc42
Rac
?
Pyk2
Rho Src
Cofilina
Supervivencia
Quimiotaxis
Endocitosis
Maduración
Velocidad
migratoria
Figura 5. Funciones reguladas por CCR7 
en CDs y vías de señalización implicadas. 
CCR7 regula múltiples funciones en CDs 
como supervivencia, quimiotaxis, velocidad 
migratoria, endocitosis y maduración. Cada 
función está regulada por vías de 
señalización independientes. La vía de 
PI3K/ Akt1/ NF-κB regula la supervivencia 
pero no las demás funciones. Las MAPKs 
regulan específicamente la quimiotaxis, y la 
velocidad migratoria está regulada por Rho/ 
Pyk2/ Cofilina. La activación de Cdc42 y 
Rac es necesaria para regular la endocitosis. 
Se desconocen las moléculas implicadas en 
la regulación de la maduración. 
 
E.  Mecanismos moleculares implicados en la regulación de la 
supervivencia celular 
E.1  PI3K 
 Los miembros de la familia de las PI3Ks (PhosphoInositide 3-Kinases) están 
implicados en una gran variedad de procesos celulares como proliferación, 
supervivencia, regulación del tamaño celular, tráfico intracelular, diferenciación y 
motilidad. Esto hace que su desregulación esté ligada a un gran número de 
enfermedades como cáncer, diabetes o autoinmunidad (Katso et al. 2001). La característica 
común a todos los miembros de esta familia es su capacidad de fosforilar el anillo de 
inositol de los fosfoinosítidos (PIs) en la posición 3’ OH (Hawkins et al. 1992). Las PI3Ks 
se clasifican en tres clases funcionales según su especificidad por el sustrato y su 
estructura (Foster et al. 2003). 
 La clase I de PI3K es la más estudiada, consta de una subunidad catalítica, p110 
(α, β, γ o δ), y una subunidad reguladora. Estas enzimas pueden fosforilar PI, PI(4)P y 
PI(4,5)P2, dando lugar a PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3, respectivamente. Su 
localización es principalmente citosólica, pero tras la estimulación con diversos factores 
son reclutadas a la membrana, donde se encuentran sus sustratos. Esta familia de PI3Ks 
se clasifica en dos subgrupos: clase IA y clase IB. La clase IA incluye tres isoformas de 
las subunidades catalíticas, que son p110α, p110β y p110δ. p110α y p110β se expresan 
de forma ubicua y p110δ está presente principalmente en leucocitos. Sus subunidades 
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reguladoras son miembros de la familia p85 (p85α, p85β y p55γ). Estas subunidades 
tienen dominios SH2 (Src-Homology-2) que les permiten interaccionar con residuos de 
tirosina fosforilados y, por tanto, son activadas por tirosina quinasas. La clase IB incluye 
sólo la subunidad catalítica p110γ, que está regulada por una subunidad p101. Esta 
isoforma se expresa predominantemente en leucocitos y es activada por GPCRs (Murga 
et al. 1998; Krugmann et al. 1999). La clase II de PI3K consta de PI3K-C2α, PI3K-C2β y 
PI3K-C2γ, las cuales están constitutivamente unidas a regiones de membrana y sus 
sustratos son PI y PI(4)P, pero no PI(4,5)P2. La clase III sólo puede fosforilar el lípido 
PI. El único miembro de esta familia es Vps34 y su subunidad reguladora es una 
proteína de 150 KDa con actividad serina quinasa intrínseca, que es necesaria para la 
actividad de Vsp34. Esta PI3K está implicada en diversos procesos de tráfico vesicular 
(Vanhaesebroeck et al. 1999). 
 Los diversos fosfolípidos generados por las PI3Ks actúan como segundos 
mensajeros intracelulares. Su formación proporciona nuevos sitios de unión para una 
gran variedad de moléculas que poseen dominios PH (Pleckstrin Homology), FYVE o 
PX (PhoX), los cuales pueden interaccionar con estos fosfolípidos facilitando el 
reclutamiento de estas proteínas a la membrana. De este modo las PI3Ks pueden 
modular la actividad de un gran número de moléculas señalizadoras a través de la 
producción de PIP, PIP2 y/o PIP3 (Cantley 2002). En la terminación de las señales 
iniciadas por las PI3Ks es especialmente importante la fosfatasa PTEN (Phosphatase 
and TENsin homolog), la cual convierte el producto de PI3K PI(3,4,5)P3 en PI(4,5)P2, 
revirtiendo el efecto de PI3K (Cantley et al. 1999). Otras fosfatasas de gran importancia 
son las de la familia SHIP (SH2-containing Inositol Phosphatase), las cuales eliminan el 
fosfato de la posición 5 del PI(3,4,5)P3 generado por PI3Ks de clase I generando 
PI(3,4)P2. Al contrario que PTEN, que revierte el efecto de las PI3Ks, las fosfatasas tipo 
SHIP generan un nuevo mediador lipídico que puede estar implicado en la generación 
de nuevas señales y no tanto en la terminación de la señal activada por las PI3Ks. 
 Un importante efector de PI3K es la serina/treonina quinasa Akt (Manning et al. 
2007), también llamada PKB (Protein Kinase B), la cual posee un dominio PH que 
permite su reclutamiento a la membrana plasmática en los lugares donde se haya 
activado PI3K, lo que favorece la activación de Akt.  
E.2  Akt 
 Akt es una serina/treonina quinasa con una gran variedad de sustratos celulares 
implicados en diferentes procesos entre los que cabe destacar la supervivencia, la 
proliferación, el metabolismo celular o la migración. Existen tres isoformas de Akt: 
Akt1/PKBα, Akt2/PKBβ y Akt3/PKBγ. Todas ellas poseen un dominio PH en el 
extremo N-terminal, un dominio con actividad serina/treonina quinasa y un dominio 
regulador en el extremo C-terminal. El dominio PH de Akt une preferentemente 
PI(3,4,5)P3 y PI(3,4)P2. Además posee dos residuos específicos, uno en el dominio 
quinasa (Thr308) y otro en el extremo C-terminal (Ser473), que necesitan ser 
fosforilados para una completa activación de Akt (Franke 2008). 
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La activación de Akt requiere que se produzcan una serie de eventos. Primero 
tienen lugar la activación de PI3K y la formación de PIP3. Esto favorece el 
reclutamiento a la membrana, a través de sus dominios PH, tanto de Akt como de PDK1 
(Phosphoinisitide Dependent Kinase 1). La unión del PIP3 al dominio PH produce un 
cambio conformacional en Akt que expone los dos residuos que deben ser fosforilados. 
PDK1 es la quinasa responsable de fosforilar Akt en Thr308 (Alessi et al. 1997), y este 
proceso está favorecido por el reclutamiento de ambas a los mismos dominios en la 
membrana plasmática mediante la producción de PIP3. El residuo del extremo C-
terminal es fosforilado por el complejo TORC2 (mTOR Complex 2) (Sarbassov et al. 2005), 
produciéndose así la completa activación de Akt.  
La inactivación de Akt requiere la desfosforilación de ambos residuos, Thr308 y 
Ser473. PHLPP (PH domain Leucine-rich repeat Protein Phosphatase) es una fosfatasa 
que puede eliminar el fosfato del residuo de Ser473 (Gao et al. 2005). También se ha 
descrito la implicación de PP2A (Protein Phosphatase 2 A) en la desfosforilación de 
Akt (Beaulieu et al. 2005). 
 Akt es una molécula clave en la inducción de supervivencia mediada por 
factores de crecimiento y otros estímulos (Marte et al. 1997), ya que muchos de los 
sustratos de Akt están implicados en la regulación de la apoptosis (Duronio 2008). Entre 
estos sustratos se encuentran caspasa-9 y BAD. Akt fosforila la caspasa-9 inhibiendo su 
actividad (Cardone et al. 1998). BAD es un miembro pro-apoptótico de la familia Bcl-2 que 
forma heterodímeros con miembros pro-supervivencia de esta familia inhibiéndolos, su 
fosforilación por Akt genera una secuencia de unión para proteínas de la familia 14-3-3, 
lo cual produce la discociación de BAD de las proteínas pro-supervivencia que pueden 
así ejercer su función (Datta et al. 1997). Para esta tesis doctoral son de especial relevancia 
tres sustratos de Akt; NF-κB (Nuclear Factor-κB), FoxO (Forkhead bOX class O) y 
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), que se describen más detalladamente a 
continuación. 
E.3  NF-κB 
 Los factores de transcripción de la familia NF-κB (Nuclear Factor-κB) regulan 
la expresión de un gran número de genes en respuesta a infecciones, procesos 
inflamatorios  y otras situaciones de estrés, por lo que tienen una función importante en 
el sistema inmune (Beinke et al. 2004). Además regulan la expresión de proteínas anti-
apoptóticas (por ejemplo; IAPs, Bcl-2 y Bcl-XL) y de algunas proteínas reguladoras del 
ciclo celular (por ejemplo, ciclina D1). Esto resulta en un aumento de la supervivencia y 
la proliferación celular, por lo que estos factores de transcripción han sido implicados 
también en el proceso de transformación celular.  
 NF-κB es el nombre general que reciben factores de transcripción homo- o 
hetero-diméricos formados por proteínas de unión a DNA de la familia Rel. Estas 
proteínas se caracterizan por la presencia en su región N-terminal de un dominio RHD 
(Rel Homology Domain) responsable de la unión al DNA, la dimerización de estas 
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proteínas, la localización nuclear y la interacción con proteínas inhibidoras de NF-κB 
(IκB). En mamíferos se han identificado 5 proteínas de la familia Rel; NF-κB1, NF-
κB2, c-Rel, RelA (p65) y RelB. NF-κB1 y NF-κB2 son sintetizados como precursores 
de 105 (p105) y 100 (p100) KDa, respectivamente, y su proteólisis da lugar a las formas 
activas, p50 y p52. Las proteínas de la familia Rel poseen diferente capacidad para 
activar la transcripción de sus genes diana. En este sentido sólo p65 y c-Rel tienen 
dominios de trans-activación que permiten activar la transcripción génica, y los dímeros 
de NF-κB que no contienen p65 o c-Rel actúan como represores transcripcionales (Karin 
et al. 2000). 
 Estudios realizados con ratones knockout para las diferentes proteínas de la 
familia Rel muestran que existen distintas funciones para cada una de estas proteínas, y 
que sólo p65 es esencial en la regulación de la supervivencia (Ghosh et al. 1998). Los 
heterodímeros p65:p50 fueron los primeros identificados y los más abundantes en la 
mayoría de tipos celulares, por lo que el término NF-κB es frecuentemente utilizado 
para referirse al dímero p65:p50. 
 En ausencia de un estímulo de activación, NF-κB se encuentra secuestrado en el 
citoplasma mediante su interacción con proteínas inhibidoras, IκBs, que enmascaran la 
señal de localización nuclear impidiendo su transporte al núcleo (Figura 6). La presencia 
de estímulos activadores de NF-κB produce una rápida fosforilación de IκB, lo cual 
conlleva a su posterior ubiquitinación y degradación, dejando expuesta la señal de 
localización nuclear presente en NF-κB que entonces puede traslocarse al núcleo donde 
regula la expresión génica (Karin et al. 2000). 
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Figura 6. Modelo de activación de NF-κB. En ausencia de un estímulo de activación NF-κB (p65:p50) se encuentra 
retenido en el citoplasma mediante su asociación con IκB. En presencia de estímulos activadores se produce la 
activación del complejo IKK, el cual fosforila IκB induciendo su degradación por proteasoma. La degración de IκB 
permite que NF-κB quede libre y pueda ser transportado al núcleo donde puede regular la transcripción de sus genes 
diana, muchos de los cuales ejercen funciones anti-apoptóticos. 
La familia IκB incluye diferentes proteínas; IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3 y los 
precursores de NF-κB1 (p105) y NF-κB2 (p100). Entre ellas tan sólo IκBα, IκBβ e 
IκBε,  contienen regiones reguladoras que son necesarias para su degradación inducida 
por un estímulo. A pesar de que se han descrito diferentes quinasas implicadas en la 
fosforilación de IκB, IKK (IKappaB Kinase) es la principal quinasa reguladora de la vía 
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de activación clásica de NF-κB (Hacker et al. 2006). IKK es un complejo formado por tres 
subunidades, IKKα/IKK1 e IKKβ/IKK2 que poseen actividad quinasa, y una subunidad 
reguladora denominada IKKγ/NEMO (NF-κB Essential MOdulator), que es necesaria 
para la activación del complejo por señales extracelulares.  
 En resumen, en presencia de un estímulo de activación se produce la 
fosforilación y activación del complejo IKK, el cual fosforila IκB induciendo su 
degradación y, por tanto, dejando libre NF-κB para que sea transportado al núcleo 
donde puede regular la transcripción de genes anti-apoptóticos como Bcl-XL (Chen et al. 
2000) (Figura 6). Además del mecanismo de regulación descrito existen mecanismos 
adicionales de control del nivel de actividad y la duración de la activación de NF-κB, 
entre los cuales se encuentran la re-síntesis de IκB, fosforilaciones de NF-κB capaces de 
modular su actividad, la hiperfosforilación de IKK que conduce a su inactivación, o el 
procesamiento de los precursores de NF-κB (Karin et al. 2000).  
E.4  FoxO 
 Los factores de transcripción de la familia FoxO (Forkhead bOX O) regulan la 
expresión de genes implicados en un gran número de procesos celulares como 
apoptosis, ciclo celular, reparación de DNA, estrés oxidativo, diferenciación celular o 
metabolismo de glucosa. En lo concerniente a esta tesis doctoral nos centraremos en el 
papel ejercido por estos factores de transcripción en el proceso de apoptosis. En este 
contexto se ha descrito que FoxO es capaz de transactivar factores implicados en 
apoptosis tanto por vía extrínseca (por ejemplo FasL) (Brunet et al. 1999), como por vía 
intrínseca (por ejemplo Bim) (Dijkers et al. 2000). En mamíferos esta familia está 
constituida por FoxO1 (FKHR), FoxO3a (FKHRL1), FoxO4 (AFX) y FoxO6. Los 
miembros de esta familia se caracterizan porque contienen un dominio FKH 
(ForKHead) de unión a DNA y por la presencia de tres secuencias consenso de Akt 
[RXRXXX(S/T)] (Huang et al. 2007; van der Horst et al. 2007).  
Existen múltiples mecanismos de regulación de la actividad de FoxO, muchos de 
los cuales se basan en regular la localización. Por ejemplo, la vía de PI3K/Akt resulta en 
la inhibición de la actividad transcripcional de FoxO induciendo su traslocación al 
citoplasma. Cuando se activa Akt, ésta se trasloca al núcleo y fosforila tres residuos 
altamente conservados en todos los miembros de la familia FoxO (T24, S256 y S319 en 
FoxO1), generando sitios de unión para las proteínas 14-3-3 (Brunet et al. 1999; Brunet et al. 
2002). Estas proteínas se unen a FoxO en el núcleo y posteriormente se produce su 
exportación al citoplasma. Dado que la unión de las 14-3-3 enmascara la señal de 
localización nuclear de FoxO, éste permanece retenido en el citoplasma donde no puede 
regular la expresión génica (Figura 7). Otras quinasas como SGK, IKK, DYRK o CDK2 
también fosforilan diversos miembros de la familia FoxO inhibiendo su actividad. Por el 
contrario, en condiciones de estrés se activan quinasas como JNK o MST1 capaces de 
inducir la actividad de FoxO, ya que estimulan la disociación de FoxO de las 14-3-3 
facilitando su transporte al núcleo (Huang et al. 2007; van der Horst et al. 2007).  
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La actividad de FoxO puede ser regulada también mediante interacción con 
represores o activadores transcripcionales. Un ejemplo es su regulación por β-catenina, 
que puede interaccionar con FoxO y aumentar su actividad transcripcional (Essers et al. 
2005). Mencionar simplemente que existen otros mecanismos de regulación adicionales 
como, por ejemplo, la acetilación o la ubiquitinación de FoxO (van der Horst et al. 2007).  
14-3-3
FoxO
TRANSCRIPCIÓNAkt1
P
FoxO
14-3-3P
FoxO
14-3-3P
FoxO
 
Figura 7. Modelo de inhibición de FoxO. En condiciones pro-apoptóticas FoxO se localiza en el núcleo 
donde puede transcribir genes pro-apoptóticos. En presencia de factores pro-supervivencia se produce la 
activación de Akt1, que se transporta al núcleo y fosforila a FoxO. Esta fosforilación genera sitios de 
unión para las proteínas 14-3-3, cuya asociación a FoxO conduce a su traslocación y retención en el 
citoplasma, donde no puede llevar a cabo su actividad transcripcional. 
E.5  GSK3 
 GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) es una serina/treonina quinasa inicialmente 
descrita como una enzima capaz de fosforilar e inhibir a la glucógeno sintasa. Ahora se 
sabe que participa además en muchas otras vías de señalización y está implicada en 
múltiples procesos celulares como síntesis proteica, proliferación, apoptosis, 
diferenciación, dinámica de microtúbulos, motilidad y polarización celular. La 
desregulación de vías de señalización en las que participa GSK3 ha sido relacionada con 
el desarrollo de enfermedades como diabetes, Alzheimer, trastornos bipolares o cáncer 
(Woodgett 2001). Con respecto a la regulación de la muerte celular, GSK3 ha sido descrita 
como una molécula pro- o anti-apoptótica, dependiendo tanto del tipo celular estudiado 
como del estímulo empleado para inducir muerte celular (Beurel et al. 2006). 
 En mamíferos existen dos isoformas de GSK3 codificadas por genes distintos: 
GSK3α y GSK3β. Ambas presentan una alta homología en sus dominios quinasa (98% 
de identidad), sin embargo, a pesar de ser estructuralmente similares existen diferencias 
funcionales entre ambas. Esto se evidencia en los knockout de GSK3α y GSK3β que 
presentan fenotipos distintos, demostrando que una isoforma no es capaz de compensar 
la pérdida de función de la otra. El knockout de GSK3α presenta una mayor sensibilidad 
a insulina (MacAulay et al. 2007). Por el contrario, el knockout de GSK3β es letal en estado 
embrionario como consecuencia de un aumento en la apoptosis de hepatocitos que causa 
degeneración hepática (Hoeflich et al. 2000). Este fenotipo es muy similar al descrito para 
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modelos knockout de RelA e IKKβ, lo cual implica a GSK3β en la regulación de la 
actividad de la vía de NF-κB.  
 GSK3 es una quinasa atípica ya que normalmente está activa en las células y 
presenta una mayor afinidad por sustratos que han sido previamente fosforilados por 
otras quinasas (“sustratos primados”). A pesar de estar basalmente activa, la actividad 
de GSK3 puede ser regulada por fosforilación, localización o asociación con otras 
proteínas.  
La fosforilación de una Serina del extremo N-terminal (Ser9 en GSK3β y Ser21 
en GSK3α) de GSK3 resulta en la inhibición de su actividad. Esta fosforilación puede 
ser realizada por varias quinasas como Akt1, PKA, PKC o p90rsk, y genera un 
pseudosustrato que se une al centro activo de la molécula impidiendo su acción sobre 
otros sustratos fisiológicos (Goode et al. 1992; Cross et al. 1995; Fang et al. 2000; Li et al. 2000). 
Además de la fosforilación de la propia GSK3 su actividad está regulada también 
mediante la fosforilación previa de sus sustratos, la cual aumenta la afinidad de GSK3 
por el sustrato y, por tanto, aumenta la actividad de GSK3 (Jope et al. 2004). 
GSK3 se localiza en el citoplasma, el núcleo y la mitocondria, y su presencia en 
cada uno de estos compartimentos celulares determinará su accesibilidad a diversos 
sustratos. Por ejemplo, GSK3 puede fosforilar un gran número de factores de 
transcripción que se localizan en el núcleo, sin embargo la presencia de GSK3 en el 
núcleo es muy dinámica, aumentando considerablemente en determinadas fases del 
ciclo celular o durante el proceso de apoptosis (Meares et al. 2007). Esto permite que sólo 
en estos momentos esos factores de transcripción sean accesibles para GSK3. 
Un último mecanismo de regulación de la actividad de GSK3 bien conocido se 
produce mediante su interacción con otras proteínas, siendo la vía de Wnt una de las 
más estudiadas. En condiciones basales GSK3 forma parte de un complejo proteico que 
favorece la acción de GSK3 sobre β-catenina. La estimulación con Wnt favorece la 
disrupción de este complejo, reduciendo la actividad de GSK3 sobre β-catenina, lo cual 
resulta en un aumento en la estabilidad de ésta última (Patel et al. 2004). 
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    OBJETIVOS 
 
 
 
En esta tesis doctoral nos planteamos como objetivo general caracterizar los 
mecanismos moleculares empleados por el receptor de quimioquinas CCR7 para regular 
la supervivencia de las CDs, enfocándonos en el papel de la quinasa GSK3 y de los 
factores de transcripción NF-κB y FoxO. Los objetivos específicos que nos planteamos 
fueron los siguientes: 
 
 
1) Analizar in vitro e in vivo el papel que desempeña la quinasa GSK3 en la 
regulación de la supervivencia de las CDs. 
2) Determinar si CCR7 regula la actividad de GSK3 y caracterizar los mecanismos 
moleculares implicados en la regulación de esta quinasa. 
3) Investigar si CCR7 puede regular la actividad de factores de transcripción de la 
familia FoxO que han sido descritos como pro-apoptóticos en CDs. 
4) Estudiar si el papel pro-supervivencia ejercido por CCR7 está mediado por una 
alteración en el balance entre miembros pro- y anti-apoptóticos de la familia 
Bcl-2, concretamente analizamos la implicación de Bcl-XL y Bim. 
5) Analizar la implicación de las moléculas NF-κB, FoxO y β-catenina como 
posibles efectores de GSK3 en la regulación de la supervivencia de las CDs. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Reactivos generales 
 
Las quimioquinas CCL19 y CCL21 y el TNFα se adquirieron de PeproTech 
(Rocky Hill, NJ). Las quimioquinas humanas se usaron a una concentración de 18 nM y 
las murinas a 20 nM. La concentración de uso del TNFα es 50 ng/ml. rhIL-4 (IL4 
humano recombinante),  rhGM-CSF y rmGM-CSF (GM-CSF recombinante murino) se 
obtuvieron de Immunotools. Las citoquinas humanas se usaron a 1000 U/ml y la murina 
a 200 U/ml. 
 
El colorante vital CMFDA (5-clorometilfluoresceín diacetato) es de Molecular 
Probes. DePsipher se adquirió de R&D Systems (Minneapolis, MN). FLIVOTM es un 
péptido inhibidor de caspasas, Val-Ala-Asp (OMe)-fluorometil ketona (VAD-FMK), 
conjugado a diferentes fluoróforos que puede ser empleado in vivo. Sulforodamina B 
(SR)-FLIVO (SR, λabs 565 nm; λem >600nm) es una forma de FLIVO conjugada a 
Sulforodamina B que se obtuvo de Immunochemistry Technologies, LLC. El inhibidor 
general de PKC GF-109203X (concentración de uso; 3,5 μM) se obtuvo de LC 
laboratorios. Los inhibidores de GSK3, LiCl (20 mM), Inhibidor-IX (4 μM) y AR-
A014418 (10 μM), el inhibidor general de PI3K, LY294002 (100 μM), el inhibidor 
específico de Akt1/2 (5 μM), la toxina pertúsica (100 ng/ml), el inhibidor de caspasa 8 
(Z-ietd-fmk; 100 μM), el activador de PKA 8-Br-cAMP (8-Bromoadenosina 3’:5’-
monofosfato cíclico, 200 μM), la poli-L-lisina (PLL), el Hoechst 33342, la albúmina de 
suero bovino (BSA), el LPS (lipopolisacárido; 5 μg/ml), el cóctel de inhibidores de 
proteasas y los anticuerpos anti-β actina, anti-α tubulina y anti-láctico deshidrogenasa 
(LDH) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El inhibidor general de 
caspasas Z-VAD-fmk (50 μM) se obtuvo de Biomol (Plymouth Reunión, PA). El ioduro 
de propidio (PI), los inhibidores específicos de PI3Kα (Inhibidor VIII, 250 nM), PI3Kβ 
(Inhibidor VI, 1 μM) y PI3Kγ (10 μM), el inhibidor general de PKCs , Ro-31-8220 (1 
μM), y los inhibidores de ERK1/2 y JNK (UO126 y SP600125) son de Calbiochem 
(Nottingham, UK) y su concentración de uso es 5 y 50 μM respectivamente. La anexina 
V-Fitc, el anticuerpo frente a caspasa-8, y los anticuerpos para analizar la expresión de 
CCR7 por citometría de flujo (rat anti-human CCR7, mouse anti-rat biotinilado y 
estreptavidina-PE) son de BD Pharmingen (San Diego, CA). 
 
El anticuerpo anti-Bim se obtuvo de Affinity BioReagents. El anticuerpo anti-
Mst1 se adquirió de Epitomics (California, USA) y el anti-p65 de Abcam (Cambridge, 
UK). Los anticuerpos anti-ERK1, anti-ERK2, anti-IκB, anti-caspasa 9,anti-Par3, anti-
GSK3α, anti-GSK3β, anti-Gαt1, anti-β-catenina, anti-Gα12 y anti-Gα13 son de Santa 
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos anti-BclXL, anti-Akt1, anti-GS, 
anti-caspasa 3, anti-FOXO1, anti-FOXO3, anti-fosfo-FOXO1 (fosfo-Ser256), anti-
fosfo-FOXO3 (fosfo-Ser253), anti-fosfo-GSK3α/β (reconoce fosfo-Ser21 en GSK3α y 
fosfo-Ser9 en GSK3β), anti-fosfo-GS (fosfo-Ser641), anti-fosfo-ERK1/2 (reconoce 
fosfo-Thr202 y fosfo-Tyr204 en ERK1, y fosfo-Thr185 y fosfo-Tyr187 en ERK2), anti-
fosfo-ERK5 (fosfo-Thr218/Tyr220) y anti-fosfo-Akt1 (fosfo-Ser473) son de Cell 
Signaling Technology (Beverly, MA). 
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Animales 
 
En la presente tesis doctoral se han utilizado ratones de la cepa C57BL/6, 
concretamente machos de 8-10 semanas. Los animales se mantuvieron en el animalario 
del Centro de Investigaciones Biológicas bajo condiciones libres de patógenos y fueron 
tratados de acuerdo a las especificaciones del Comité para el cuidado y uso de animales 
de experimentación. 
 
Cultivos celulares 
 
1. CDs humanas derivadas de monocitos 
 
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron a partir de 
“Buffy coats” obtenidos de donantes sanos (Centro de Transfusiones de la Comunidad 
de Madrid) siguiendo un procedimiento estándar. Las PBMCs se obtienen mediante un 
gradiente de Lymphoprep (Nycomed, Noruega). A continuación se purifican los 
monocitos mediante la utilización de anticuerpos anti-CD14 acoplados a “bolitas 
magnéticas” (Miltenyi Biotech, Alemania), siguiendo las instrucciones del proveedor. 
Los monocitos, que se obtienen generalmente con una pureza mayor del 95%, se 
resuspenden en RPMI 10% FBS (Fetal Bovine Serum) a una concentración de 0,8-
1x106 células/ml. Posteriormente se induce su diferenciación hacia CDs añadiendo GM-
CSF (1000 U/ml) e IL4 (1000 U/ml) (Sallusto et al. 1994). Las células son cultivadas 
durante 7 días, añadiéndoles citoquinas cada 2 días, tras lo cual se obtiene una población 
de CDs inmaduras. La maduración de las CDs se induce mediante la adición de 50 
ng/ml de TNFα en presencia de GM-CSF e IL-4 durante 3 días. El análisis fenotípico de 
las células muestra que la pureza de células CD80+, CD86+, CD83+ y HLA-DR+ es 
mayor del 85%. El número de células CD3+, CD14+, CD16+ o CD19+ es menor del 
1%. 
 
2. CDs murinas de bazo 
 
Para la obtención de las CDs murinas se extraen los bazos de los ratones y se 
disgregan en PBS 5mM EDTA, empleando el émbolo de una jeringuilla. A 
continuación la suspensión celular se pasa a través de filtros de 100 μm de diámetro 
(BD, San Diego, CA) y se centrifuga a 1500 rpm. El precipitado celular de resuspende 
en Buffer de MACS y se purifican las CDs mediante la utilización de un anticuerpo 
anti-CD11c acoplado a “bolitas magnéticas” (Miltenyi Biotech, Alemania) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Generalmente se obtiene un enriquecimiento de un 98% de 
CDs. En algunos casos las células se cultivaron en RPMI completo (10% FBS, 20mM 
Hepes, 2mM glutamina, 50 U/ml+50μg/ml de penicilina+estreptomicina, 50 μM β-
mercaptoetanol) con rmGM-CSF (200 U/ml) a una concentración de 1x106 células/ml. 
La maduración de las CDs se induce añadiendo LPS (5 μg/ml) durante 24 hs (Aliberti et 
al. 2000; Ivankovic-Dikic et al. 2000). 
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3. Cultivo de células Jurkat 
 
Las células Jurkat se mantuvieron en cultivo en RPMI 10% FBS, 20 mM Hepes, 
2mM glutamina, 50 U/ml+50μg/ml de penicilina+estreptomicina. Cada tres días 
aproximadamente se diluyen para mantenerlas a una concentración celular adecuada 
para su crecimiento. El mantenimiento se realiza en un incubador a 37ºC con un 5% de 
CO2. 
 
Western Blot 
 
Las CDs (50-100x103 células por punto) fueron incubadas durante 30 minutos en 
RPMI 0,1% BSA para reducir el nivel de actividad basal de las moléculas estudiadas. A 
continuación fueron estimuladas o no a los tiempos indicados con las quimioquinas 
correspondientes a una concentración de 18 nM. La estimulación se detuvo 
solubilizando las células en tampón de carga 2×SDS-PAGE (200 mM Tris-HCl, pH 6,8, 
0,1 mM sodio ortovanadato, 6% SDS, 1 mM EDTA, 4% β-mercaptoetanol, 10% 
glicerol y azul bromofenol). Las proteínas se resolvieron mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida con SDS y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Una 
vez bloqueadas las membranas, en 5% de leche desnatada en TBST (TBS 0,1% 
Tween20) pH 7.5, se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (0,5 
μg/ml) en TBST 5% BSA. Antes y después de incubar las membranas con el anticuerpo 
secundario acoplado a peroxidasa (1:5000 en TBST, 1h, TA, Bio-Rad) se realizaron 3 
lavados sucesivos con TBST. Finalmente se revelaron las bandas inmunoreactivas con 
ECL (Pierce, Rockford, IL). 
La densitometría de los blots se realizó con el software Multigauge de Fujifilm. 
 
Inmunoprecipitación 
 
En el caso de las células Jurkat se emplearon unos 30x106 células para 
inmunoprecipitar. Sin embargo, dada la limitación de las muestras en el caso de las CDs 
se emplearon aproximadamente 8x106 células para cada inmunoprecipitación. Las 
células se lisaron con un buffer de inmunoprecipitación (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 
mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,2% NP40, 1 mM Na3VO4, 1 mM DTT y cóctel de 
inhibidores de proteasas) (20 min a 4ºC) y posteriormente se centrifugaron 10 min a 
13000 rpm. A continuación se realizó un “precleaning” de los lisados con proteína A-
agarosa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), tras lo cual se centrifugaron y el 
sobrenadante se inmunoprecipitó con 1 μg del anticuerpo frente a la proteína de interés 
(GSK3β o FOXO3) durante 18 hs a 4ºC. Finalmente añadimos la proteína A-agarosa (1-
2 hs a 4ºC), realizamos 3 lavados del precipitado con el buffer de inmunoprecipitación, 
resuspendemos el inmunoprecipitado en buffer 2×SDS-PAGE (200 mM Tris-HCl, pH 
6,8, 0,1 mM sodio ortovanadato, 6% SDS, 1 mM EDTA, 4% β-mercaptoetanol, 10% 
glicerol y azul bromofenol) y hervimos las muestras durante 5 minutos.  
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Fraccionamiento nuclear 
 
 Para la preparación de extractos nucleares se emplearon 3-4x106 CDs por punto. 
Las CDs se lisaron en 400 μl de buffer de extracción de la fracción citosólica (10 mM 
Hepes pH 7,6, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, espermidina 0,75 mM, 
espermina 0,75 mM, 10 mM Na2MoO4, 1 mM DTT y cóctel de inhibidores de 
proteasas) durante 15-20 min a 4ºC, y posteriormente se añadieron 25 μl de NP40 10%. 
Tras centrifugar recogemos el sobrenadante con las proteínas citosólicas, y sobre el 
pellet nuclear se añaden 50 μl de buffer de extracción de proteínas nucleares (20 mM 
Hepes pH 7,6, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM Na2MoO4, 1 mM 
DTT y cóctel de inhibidores de proteasas). Incubamos a 4ºC durante 20 min y tras 
centrifugar recogemos el sobrenadante con las proteínas nucleares. 
 
Valoración de proteína 
 
La cuantificación de los extractos proteicos se realizó empleando el kit Dc 
Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
Inmunocitoquímica 
 
Empleamos unas 50x103 CDs maduras suspendidas RPMI 0.1% BSA para cada 
tinción. Estas CDs son incubadas a 37º C sobre cubreobjetos recubiertos con PLL (20 
μg/ml) durante 20-30 min. A continuación se fijan con 4% PFA (paraformaldehído) 
durante 10 min a temperatura ambiente (TA) y se lavan 3 veces con PBS. 
Posteriormente se permeabilizan con 0,2% de Tritón X-100 en PBS (10 min, TA) y se 
bloquean con 1% BSA en PBS (30 min, TA). Después realizamos la incubación con el 
anticuerpo primario en PBS 1% BSA (1h, TA). Tras ello las muestras se lavan tres 
veces con PBS y se incuban con el anticuerpo secundario en PBS (1h, TA). Se lavan 
repetidas veces con PBS y agua destilada y finalmente se montan los cristales con el 
medio de montaje Dako para inmunofluorescencia (Dakocytomation, Carpinteria, CA).  
 
Microscopía de fluorescencia y confocal 
 
  Tanto el análisis de las tinciones con Hoechst 33342 y DePsipher para detectar 
apoptosis como el estudio de la localización nuclear o citoplasmática de GFP (pGFP, 
p65-GFP y FoxO1-GFP) se realizó empleando un microscopio Axioplan Universal de 
Zeiss con una cámara CCD Digital Leica DFC 350 FX con un objetivo 63x ó 100x de 
inmersión en aceite (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Las imágenes de 
microscopía confocal se tomaron empleando un Microscopio Laser Confocal espectral 
(CLSM) Leica TCS SP2 equipado con 9 líneas de laser y sistemas AOTF y AOBS. El 
análisis de las imágenes se llevó a cabo usando el software Adobe Photoshop 7.0 
(Adobe System Inc.). 
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Citometría de flujo  
 
Las células se analizaron en un citómetro de flujo EPICS (Coulter Electronics) 
equipado con un láser de Argón sintonizado a 488 nm capaz de procesar 6 señales 
simultáneas, 2 de dispersión y 4 de fluorescencia en el rango de 525 a 675 nm. La 
expresión de GFP y la tinción con AnexinaV-Fitc se analizaron en el canal FL1, la 
tinción con IP con FL3 y para tinciones realizadas con PE (Phycoetythrin)  empleamos 
el canal FL2. El análisis posterior se realizó con el programa CXP Analysis (Beckman 
Coulter). 
 
Vectores de expresión, siRNAs y nucleofecciones 
 
El vector de expresión de GFP, pEGFP-C1 procede de Clontech (BD 
Biosciences, Palo Alto, CA). El cDNA de la subunidad p65 de NF-kB subclonado en el 
vector pEGFP-C1 fue proporcionado por el Dr. Johannes A. Schmid (Universidad de 
Viena, Centre for Biomolecular Medicine and Pharmacology) (Schmid et al. 2000). La 
construcción que codifica FoxO1 fusionado a GFP fue proporcionada por el Dr. Ferry 
G. Unterman (VA Chicago Health Care System, Chicago, USA). PRNK es una 
construcción que codifica para la región carboxilo-(C)-terminal de Pyk-2 y que actúa 
como un dominante negativo de esta quinasa. Esta construcción fue cedida por el Dr. 
Ivan Dikic (Ludwig Institute for Cancer Research, Uppsala, Sweden) (Ivankovic-Dikic et 
al. 2000). La construcción en pcDNA para la αTransducina (αT), cedida por la Dra. Pilar de 
la Peña (Universidad de Oviedo), permite expresar la subunidad αT de las proteínas G 
heterotriméricas que secuestra las subunidades βγ de la célula impidiendo la 
señalización a partir de este dímero. El plásmido que codifica para una forma de GSK3β 
que contiene una mutación del residuo de Serina 9 a Alanina (GSK3β-S9A) se obtuvo 
de Addgene. Esta mutación impide que se produzca la fosforilación del residuo de Ser9 
que inhibe GSK3β, de forma que GSK3β-S9A no es sensible a inhibición por 
fosforilación, sino que permanece activa en las células que la expresan y, por tanto, lo 
empleamos como una forma constitutivamente activa de GSK3β (GSK3β-CA).  
 
 Los RNAs de inteferencia (siRNA; small interfering RNA) dirigidos contra 
GSK3α, GSK3β y las subunidades α de las proteínas G heterotriméricas, α12 y α13, son 
siRNAs “Select” validados obtenidos de Applied Biosystems. 
 
Las CDs fueron nucleofectadas con 4 μg de los cDNAs antes indicados o con 0,8 
μg de siRNA. La nucleofección se realizó utilizando el nucleofector y el kit de 
nucleofección de CDs (AMAXA, Koeln, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
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Ensayos de apoptosis 
 
En los experimentos realizados se indujo apoptosis en las CDs mediante la 
privación de factores de crecimiento. Para ello empleamos el mismo número de CDs 
viables de partida (determinado mediante exclusión de la tinción con Tripán Blue). 
Estas CDs son incubadas en RPMI 0,1% BSA 20 mM Hepes durante 24 hs para inducir 
apoptosis. Como control de supervivencia empleamos el mismo medio suplementado 
con 10% FCS y 1000 U/ml GM-CSF. Los diversos tratamientos, ya sean con 
quimioquinas o con inhibidores de GSK3, se añaden a las CDs incubadas en RPMI 
0,1% BSA 20 mM Hepes desde el comienzo del experimento. Tras 24 hs en cultivo se 
analizó la apoptosis con alguno de los siguientes métodos. 
 
1. Tinción con Hoechst 33342 
 
La morfología nuclear varía durante el proceso de apoptosis, produciéndose 
inicialmente su condensación y finalmente su fraccionamiento. La tinción con Hoechst 
33342 permite detectar los cambios morfológicos del núcleo mediante 
inmunofluorescencia. Las CDs se colocaron sobre cubreobjetos recubiertos con PLL (20 
μg/ml) y se incubaron durante 20 minutos a 37ºC. Posteriormente se fijaron con 
metanol frío durante 5 minutos, se lavaron 2-3 veces con PBS y se incubaron con una 
solución de Hoechst 33342 (5 μg/ml) en PBS durante 15-20 minutos. Finalmente se 
lavaron los cristales repetidas veces con PBS y agua destilada y se montaron con medio 
de montaje Dako (Dakocytomation, Carpinteria, CA).  
 
2. Tinción con Anexina V-Fitc/ IP 
 
 Centrifugamos las CDs, las resuspendemos en 100 μl de buffer de anexina (10 
mM Hepes (pH 7,4), 0,14 M NaCl, 2,5 mM CaCl2) y añadimos 5 μl de AnexinaV-Fitc. 
Incubamos durante 15-20 minutos a TA en oscuridad y a continuación añadimos otros 
500 μl de buffer de anexina. Para poder diferenciar las CDs apoptóticas de las 
necróticas añadimos ioduro de propidio (PI) a una concentración final de 1 μg/ml, y 
consideramos sólo las CDs que son Anexina-V+/IP- (Sanchez-Sanchez et al. 2004). El 
análisis de esta tinción se realiza mediante citometría de flujo. 
 
3. Tinción con DePsipher 
 
 Esta tinción permite detectar la variación del potencial de membrana 
mitocondrial que se produce durante la apoptosis intrínseca. Las CDs se colocaron sobre 
cubreobjetos recubiertos con PLL (20 μg/ml) y se incubaron durante 20 minutos a 37ºC. 
Posteriormente se tiñeron empleando un kit para la detección del potencial de 
membrana mitocondrial siguiendo las instrucciones del proveedor (DePsipher, 
Invitrogen). Se montaron los cubreobjetos con medio de montaje Dako para 
inmunofluorescencia (Dakocytomation, Carpinteria, CA) y las muestras se analizaron 
inmediatamente mediante microscopía de fluorescencia (Sanchez-Sanchez et al. 2004). 
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Ensayo de apoptosis de CDs in vivo 
 
1. Inyección de CDs en ratones C57BL/6, extracción y procesamiento de 
los ganglios poplíteos 
 
 Tras obtener las CDs de bazo como se explicó anteriormente, éstas fueron 
teñidas con el colorante vital CMFDA (5 μM) durante 30 minutos a 37ºC en PBS 0,1% 
BSA. La reacción se paró mediante la adición de medio completo y tras una 
centrifugación se resuspendieron las CDs teñidas con CMFDA (CMFDA-CDs) a una 
concentración de 2x106 CMFDA-CDs/ 25 μl RPMI. Se realizaron inyecciones 
subcutáneas en las almohadillas plantares traseras de ratones C57BL/6, inyectándose 
2x106 CMFDA-CDs en cada pata junto con LPS (1 μg/ml). Después de 18 horas, que es 
el tiempo necesario estimado para que las CDs inyectadas hayan llegado a los ganglios 
poplíteos (Mempel et al. 2004), se inició el tratamiento con el inhibidor de GSK3, LiCl, o 
con NaCl en los animales de control. El tratamiento consiste en la inyección 
intraperitoneal de 50 μmoles de LiCl o NaCl en los animales tratados y en los de 
control, respectivamente. Además de la inyección intraperitoneal, tanto el LiCl como el 
NaCl fueron añadidos a una concentración de 5 mM en las botellas de agua de los 
animales. 22 horas después tanto los animales tratados con LiCl como los controles 
tratados con NaCl fueron inyectados con SR-FLIVO por vía intravenosa. 2 horas 
después los animales fueron sacrificados y se extrajeron los ganglios poplíteos. Estos 
ganglios se procesaron para su posterior análisis mediante microscopía multifotón. Para 
ello se fijaron con PFA 4% (30 min), se lavaron con PBS y se montaron entre dos 
cubreobjetos de vídrio con medio de montaje para muestras fluorescentes (Prolong 
Gold, Molecular Probes).  
 
2. Microscopía multifotón y análisis de las CDs apoptóticas en los ganglios 
linfáticos 
 
 Las imágenes se tomaron con un objetivo 20x de inmersión en aceite en un 
microscopio confocal Leica invertido (TCS-SP2 AOBS spectral system) equipado con 
un láser de excitación de dos fotones (Ti:Zafiro, Mai Tai, Spectra-Physics). La longitud 
de onda de excitación óptima para los dos fluorocromos es de 856 nm, y la de detección 
es de 510-540 nm en el caso del CMFDA y de 560-600 nm para el SR-FLIVO. Los 
ganglios linfáticos fueron escaneados por ambos lados hasta una profundidad de 200-
300 μm tomando imágenes cada 2 μm. El posterior análisis de las imágenes se realizó 
con el software de confocal de Leica (LCS, Leica Confocal Software). 
 
 Para analizar la apoptosis in vivo cuantificamos la intensidad de la tinción con 
SR-FLIVO en las CDs marcadas con CMFDA que llegaron a los ganglios poplíteos. 
Empleamos la herramienta de cuantificación del LCS, que permite trazar regiones de 
interés lineales y proporciona las gráficas con el perfil de intensidad tanto del CMFDA 
como del SR-FLIVO a lo largo de la región de interés. Por tanto utilizamos esta 
herramienta para trazar una región de interés en cada célula marcada con CMFDA y 
obtenemos los valores de máxima amplitud tanto de SR-FLIVO como de CMFDA. 
Como medida de la incorporación de SR-FLIVO y, por tanto, de la apoptosis de las CDs 
in vivo, empleamos el valor obtenido al dividir la máxima amplitud de SR-FLIVO entre 
la máxima amplitud de CMFDA para cada célula, de este modo evitamos posibles 
falsos resultados como consecuencia de un cruce de canales.  
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Análisis estadístico 
 
Los datos son representados como la media ± SEM (standard error of the mean). 
El análisis estadístico se llevó a cabo empleando el test de la t de Student “no pareado”, 
considerando como significativo un valor de p <0,05. 
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RESULTADOS 
A.  GSK3 es una molécula pro-apoptótica en CDs  
 
A.1  GSK3 es una molécula pro-apoptótica en CDs humanas in vitro  
 
 Las CDs tienen una función importante en el sistema inmune como CPAs 
capaces de activar a los linfocitos T. Para ello las CDs activadas migran a los ganglios 
linfáticos donde finalmente sufren un proceso de apoptosis. La longevidad de las CDs 
tiene efecto sobre la respuesta inmunológica, ya que una menor supervivencia de las 
CDs disminuye la activación de la respuesta inmune adaptativa (Jung et al. 2002; Hou et al. 
2004) y, por el contrario, un aumento en su longevidad se ha relacionado con el 
desarrollo de autoinmunidad (Chen et al. 2006; Chen et al. 2007b). Sin embargo, los 
mecanismos que regulan la supervivencia de las CDs son en gran medida desconocidos. 
GSK3 es una molécula que ha sido implicada en apoptosis con una función pro-o anti-
apoptótica dependiendo tanto del tipo celular como del estímulo inductor de apoptosis 
(Beurel et al. 2006). En vista de esta información nos propusimos analizar el papel ejercido 
por GSK3 en la supervivencia de las CDs, empleando la privación de factores de 
crecimiento como sistema inductor de apoptosis. Para ello las CDs se mantuvieron 24 
horas en RPMI 0,1% BSA, para inducir apoptosis, o en RPMI 10% FCS, medio que 
mantiene la supervivencia celular.  
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Figura 8. La inhibición de GSK3 reduce la apoptosis de las CDs. A) Las CDs se mantuvieron en RPMI 0,1%BSA 
durante 1 hora con tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), Inhibidor IX (4 μM) o AR-A014418 (10 μM), 
o bien sin tratamiento, como control. A continuación se lisaron y analizamos mediante Western Blot el nivel de 
fosforilación de la glucógeno sintasa (GS) (i). Realizamos ensayos de apoptosis de CDs en presencia de los 
inhibidores de GSK3 manteniendo las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 24 horas. Empleamos CDs mantenidas en 
RPMI 10% FCS como control de supervivencia o con LY294002 (100 μM) como control positivo de inducción de 
apoptosis. El porcentaje de CDs apoptóticas se analizó mediante tinción con Hoechst 33342 (iii) para determinar la 
morfología nuclear. La gráfica (ii) representa el porcentaje de CDs apoptóticas obtenido con los distintos tratamientos 
referido al obtenido en CDs sin tratar. (La gráfica muestra la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). B 
y C) Realizamos ensayos de apoptosis en los cuales las CDs fueron tratadas con LiCl o con NaCl (ambos a 20 mM) 
como control. B) El porcentaje de CDs apoptóticas se determinó mediante tinción con DePsipher (ver Materiales y 
Métodos). Se muestra una imagen representativa de la tinción (i) y la gráfica con el porcentaje de apoptosis de CDs 
tratadas con LiCl referido al obtenido en las tratadas con NaCl (ii). En C) el porcentaje de apoptosis de las CDs se 
determinó tiñendo las CDs con IP y AnexinaV-Fitc, y analizando la apoptosis mediante citometría de flujo. 
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Para determinar si GSK3 ejerce un papel pro- o anti-apoptótico en las CDs 
realizamos ensayos de apoptosis en presencia de diferentes inhibidores específicos de 
GSK3, incluyendo LiCl, inhibidor IX y AR-A014418. Como se muestra en la Figura 8A, 
el tratamiento con los tres inhibidores reduce la fosforilación de la glucógeno sintasa, 
uno de los sustratos mejor caracterizados de GSK3, lo cual demuestra que la actividad 
de GSK3 está siendo inhibida. En condiciones que inducen apoptosis la inhibición de 
GSK3 tiene como consecuencia una reducción en la apoptosis de las CDs (Figura 8), lo 
cual ha sido observado empleando diversos métodos como son la tinción con Hoechst 
33342 (Figura 8A), con DePsipher (Figura 8B) o con AnexinaV-Fitc/Ioduro de propidio 
(Figura 8C) (ver Materiales y Métodos). Para mostrar que este aumento en la 
supervivencia no es un efecto general producido por el tratamiento con cualquier 
inhibidor empleamos también LY294002, un inhibidor de la vía de PI3K/Akt cuyo 
efecto como inductor de la apoptosis en CDs ha sido descrito anteriormente (Sanchez-
Sanchez et al. 2004) (Figura 8A). Cabe destacar que el efecto protector frente a la apoptosis 
que ejercen los inhibidores de GSK3 es similar al ejercido por la presencia de suero 
(Figura 8A), lo cual indica un marcado efecto pro-apoptótico de GSK3 en las CDs. 
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Figura 9. La inhibición de GSK3 reduce la activación de las caspasas implicadas en la apoptosis de CDs. A) 
Las CDs se mantuvieron 24 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia o ausencia de dos inhibidores de GSK3, LiCl (20 
mM) e Inhibidor IX (4 μM). Empleamos CDs mantenidas en RPMI 10% FCS como control de supervivencia y CDs 
mantenidas simplemente en RPMI 0,1% BSA para inducir apoptosis (Control). Tras 24 horas lisamos las CDs y 
analizamos por Western Blot la activación de diversas caspasas empleando Abs frente a caspasa-9, caspasa-3 (i) y 
caspasa-8 (ii). B) También analizamos la actividad de caspasa-3 empleando un Ab frente a Mst1, que es un sustrato 
de caspasa-3. C) Realizamos ensayos de apoptosis de CDs tratadas con NaCl o LiCl (ambos a 20 mM) en presencia 
de un inhibidor general de caspasas (Z-VAD-fmk, 50 μM), de un inhibidor específico de caspasa-8 (Z-ietd-fmk, 100 
μM) o de DMSO como control (Control). La apoptosis se analizó mediante tinción con IP y AnexinaV-Fitc, y la 
gráfica muestra el porcentaje de CDs apoptóticas obtenido (ver materiales y métodos). (Se muestra un experimento 
representativo de 3 realizados). 
 
La privación de factores de crecimiento es un estímulo que induce apoptosis por 
vía mitocondrial (Figura 1) y, como consecuencia, resulta en la activación de caspasa-9 
como caspasa iniciadora y de caspasa-3 como efectora. Sin embargo, no se produce la 
activación de caspasa-8, que es la caspasa iniciadora de la vía extrínseca (Li et al. 2008). 
Por tanto, nos planteamos si el efecto anti-apoptótico resultante de la inhibición de 
GSK3 estaría mediado por una menor activación de caspasa-9 y caspasa-3. Como se 
muestra en la Figura 9A, la inhibición de GSK3 tiene como consecuencia una menor 
activación de caspasa-9 y -3, pero no ejerce un gran efecto sobre caspasa-8. Además 
analizamos el efecto de los inhibidores de GSK3 sobre la proteólisis de la quinasa Mst1 
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como indicador de la actividad de caspasa-3. Se ha sido descrito que la proteólisis de 
Mst1 producida por caspasa-3 origina un fragmento de Mst1 de 37 KDa implicado en 
apoptosis (Graves et al. 1998). En línea con lo observado anteriormente los niveles de la 
forma proteolizada de Mst1 son menores en CDs tratadas con los inhibidores de GSK3 
(Figura 9B). Para confirmar que el efecto pro-supervivencia de los inhibidores de GSK3 
está mediado por una menor actividad de caspasas implicadas en la apoptosis por vía 
intrínseca realizamos ensayos de apoptosis en presencia de un inhibidor específico de 
caspasa-8, Z-ietd-fmk, y de un inhibidor general de caspasas, Z-VAD-fmk, en CDs 
tratadas con LiCl o con NaCl. En presencia del inhibidor general de caspasas el efecto 
del LiCl sobre la apoptosis se eliminó prácticamente por completo (Figura 9C). Sin 
embargo, el inhibidor de caspasa-8 no tuvo ningún efecto sobre la apoptosis. Estos 
experimentos sugieren que el aumento de la supervivencia observado al inhibir GSK3 
es debido a que la actividad de esta quinasa está favoreciendo la activación de las 
caspasas-9 y -3.  
 
En la Figura 10 se muestra que en presencia de suero, que contiene factores pro-
supervivencia, Akt1, una molécula clave para la supervivencia de las CDs (Sanchez-
Sanchez et al. 2004), se encuentra activada (Figura 10B). Sin embargo, no existen variaciones 
en la activación de moléculas implicadas en la migración, como es el caso de ERK1/2 
(Riol-Blanco et al. 2005). Observamos que en estas condiciones GSK3 se encuentra 
fosforilada en un residuo inhibidor, Ser21 en GSK3α y Ser9 en GSK3β, lo cual es 
consistente con los resultados descritos anteriormente que indican que GSK3 es una 
molécula pro-apoptótica en CDs. De hecho el carácter pro-apoptótico de GSK3 se ve 
reforzado por el hecho de que incluso en presencia de suero una mayor inhibición de 
GSK3 mediante el uso de inhibidores específicos resulta en un aumento en la 
supervivencia de las CDs (Figura 10C). 
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 Figura 10. En presencia de FCS GSK3 resulta inhibida, y 
una mayor inhibición empleando inhibidores conduce a un 
aumento de la supervivencia de CDs incluso en 
condiciones no apoptóticas. A y B) Realizamos ensayos de 
apoptosis manteniendo las CDs en RPMI 0,1% BSA 24 horas 
para inducir apoptosis (Control) o bien en presencia de 10% 
FCS como control de supervivencia. A) Posteriormente 
empleamos parte de las CDs para analizar el porcentaje de 
apoptosis mediante tinción con Hoechst 33342 y B) lisamos el 
resto para analizar por Western Blot el estado de activación de 
diversas moléculas empleando Abs contra formas fosforiladas 
de Akt1, ERK1/2 (i) y GSK3α/β (ii). C) Analizamos mediante 
tinción con Hoechst 33342 el porcentaje de apoptosis en CDs 
mantenidas 24 horas en RPMI 10% FCS, ya sea en presencia 
de tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), 
Inhibidor IX (4 μM) o AR-A014418 (10 μM), o bien sin 
ningún tratamiento adicional (Control). (Las gráficas muestran 
la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05).  
 
 
A.2  GSK3β es la principal isoforma reguladora de la supervivencia en 
CDs  
 
 A continuación analizamos si existe alguna diferencia funcional entre GSK3α y 
GSK3β en relación con la regulación de la apoptosis de las CDs. Dado que en presencia 
de suero ambas se encuentran inhibidas y que los inhibidores de GSK3 bloquean ambas 
isoformas, empleamos siRNAs específicos para cada isoforma y realizamos ensayos de 
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apoptosis para evaluar el efecto de ambas sobre la supervivencia de las CDs. 
Observamos que la disminución de GSK3α tiene muy poco efecto sobre la apoptosis 
(Figura 11A). Sin embargo, la reducción de GSK3β reduce la apoptosis de las CDs 
aproximadamente en un 40% (Figura 11B). En experimentos en los cuales la reducción de 
ambas isoformas fue similar, aproximadamente un 60%, la disminución de GSK3α 
redujo la apoptosis aproximadamente un 15% mientras que GSK3β lo hizo un 50%. Por 
tanto, GSK3β parece ser la principal isoforma implicada en regular la supervivencia de 
las CDs. 
Figura 11. GSK3β es la principal isoforma de 
GSK3 implicada en la regulación de la 
supervivencia en CDs. A) Las CDs se nucleofectaron 
con un siRNA específico para GSK3α o con un siRNA 
control y se recogieron 36-48 horas después de la 
transfección. Parte de las células se lisaron para 
comprobar mediante Western Blot si se redujo la 
expresión de GSK3α (i) pero no de GSK3β, y 
empleamos un Ab contra α-Tubulina como control de 
carga. El resto de las células se mantuvieron durante 24 
horas en RPMI 0,1% BSA, tras lo cual analizamos el 
porcentaje de apoptosis mediante tinción con Hoechst 
33342 (ii). (La gráfica muestra un experimento 
representativo de 2 realizados). B) Las CDs fueron 
nucleofectadas con un siRNA específico para GSK3β o 
con un siRNA control y se recogieron 36-48 horas 
después de la transfección. Parte de las células se 
lisaron para comprobar por Western Blot si se redujo la 
expresión de GSK3β (i) pero no de GSK3α, empleando 
α-Tubulina como control de carga. El resto de las 
células se mantuvieron durante 24 horas en RPMI 0,1% 
BSA, tras lo cual analizamos el porcentaje de apoptosis 
mediante tinción con Hoechst 33342 (ii). (La gráfica 
muestra la media ± SEM de 3 experimentos 
realizados, *p<0,05). 
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 Para confirmar el efecto de GSK3β sobre la supervivencia empleamos una 
construcción de GSK3β que tiene mutado el residuo de serina 9 a alanina, de modo que 
este residuo no puede ser fosforilado y, por tanto, inhibido. Esto permite que esta 
proteína no responda a estímulos inhibidores, permaneciendo constitutivamente activa 
en las células que la expresan. La expresión de esta forma constitutivamente activa en 
las CDs produce un aumento en la apoptosis (Figura 12), apoyando los resultados previos 
que apuntan a un papel pro-apoptótico de GSK3β en estas células. 
 
 
Figura 12. La actividad de GSK3β aumenta la 
apoptosis de las CDs. A) Las CDs se nucleofectaron 
con el vector GSK3β-CA o con pcDNA como control 
y se recogieron 14 horas después de la transfección. 
Empleamos parte de las células para comprobar 
mediante Western Blot si se expresó el vector GSK3β-
CA (i), empleando un Ab contra GSK3β dado que la 
forma expresada está fusionada a HA y por tanto sufre 
un ligero cambio en la movilidad electroforética, y 
utilizamos un Ab frente a GS como control de carga. 
El resto de las células se mantuvieron durante 24 horas 
en RPMI 0,1% BSA, tras lo cual analizamos el 
porcentaje de apoptosis mediante tinción con Hoechst 
33342 (ii) o B) con IP y AnexinaV-Fitc. (La gráfica 
muestra la media ± SEM de 3 experimentos 
, *p<0,05). realizados
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A.3   tanto in vitro como in vivo GSK3 es pro-apoptótica en CDs murinas
 
 Cuando se trabaja con células en cultivo estudiando un determinado proceso in 
vitro, es importante analizar si los resultados obtenidos tienen relevancia en condiciones 
fisiológicas, es decir, en un sistema in vivo. Puesto que GSK3 es una molécula pro-
apoptótica en CDs humanas in vitro, como demuestran los resultados mostrados 
anteriormente, y dado que este efecto parece ser tan importante que su inhibición 
aumenta la supervivencia incluso en células que no están expuestas a ningún estímulo 
apoptótico (Figura 10C), nos planteamos si este efecto es relevante también in vivo, donde 
pueden existir muchos otros factores que afecten a la supervivencia de las CDs. Por 
tanto nos propusimos estudiar el efecto de la inhibición de GSK3 sobre la supervivencia 
de las CDs en los ganglios linfáticos in vivo. En primer lugar realizamos ensayos de 
supervivencia en CDs murinas en presencia de inhibidores de GSK3 para comprobar 
que esta quinasa es pro-apoptótica también en CDs murinas. Observamos que la 
inhibición de GSK3 también reduce la apoptosis de las CDs murinas (Figura 13), lo cual 
nos permite emplear el modelo murino para estudiar el efecto de GSK3 sobre la 
apoptosis de CDs in vivo. 
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Figura 13. La inhibición de GSK3 reduce la apoptosis de CDs murinas. 
Preparamos CDs esplénicas de ratones C57BL/6 (ver Materiales y Métodos) 
y las mantuvimos 24 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia de dos 
inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM) e Inhibidor IX (4 μM). 
Empleamos CDs que fueron mantenidas en RPMI 10% FCS, como control 
de supervivencia, o bien sin ningún tratamiento, como control positivo de 
apoptosis (Control). El porcentaje de apoptosis se analizó mediante tinción 
con Hoechst 33342 y la gráfica representa el porcentaje de CDs apoptóticas 
obtenido con los distintos tratamientos referido al obtenido en CDs sin tratar. 
(La gráfica muestra la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
 
 Las CDs ejercen su función como CPAs en los ganglios linfáticos y es en estos 
órganos donde sufren apoptosis (Kamath et al. 2000; Garg et al. 2003) y, por tanto, donde más 
relevante puede ser la alteración de la supervivencia de las CDs sobre la respuesta 
inmunológica. Por esta razón decidimos analizar si GSK3 es pro-apoptótica en los 
ganglios linfáticos in vivo. Para ello obtuvimos CDs esplénicas de ratones C57BL/6 que 
fueron teñidas con el colorante intravital CMFDA (5-Clorometilfluoresceín Diacetato). 
Estas CDs se inocularon en las almohadillas plantares traseras de ratones aceptores. Las 
CDs inoculadas por esta vía drenan en los ganglios poplíteos. 18 horas después de la 
inyección, que es el tiempo que se estima necesario para que las CDs inyectadas hayan 
llegado a los ganglios poplíteos (Mempel et al. 2004), iniciamos el tratamiento con LiCl 
para inhibir GSK3 in vivo, o con NaCl en los animales de control. Estas sales fueron 
inyectadas por vía intraperitoneal y, además, se añadieron en la bebida de los animales 
tratados. El tratamiento se mantuvo durante un período de 22 horas, tiempo necesario 
para que las CDs inoculadas y presentes en los ganglios linfáticos entren en apoptosis 
(Riol-Blanco et al. 2009). Para detectar el nivel de apoptosis in vivo inyectamos SR-FLIVO 
por vía intravenosa a las 22 horas de comenzar el tratamiento con LiCl o NaCl y 2 horas 
después los animales fueron sacrificados (Figura 14A), se extrajeron los ganglios 
poplíteos y se analizó, en las CDs marcadas con CMFDA que fueron inoculadas, el 
grado de apoptosis empleando la tinción con SR-FLIVO como indicador de la 
activación de caspasas. FLIVO [(Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethyl ketone (VAD-FMK)] 
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es un inhibidor general de caspasas que se une de forma irreversible únicamente a 
caspasas activas. Este compuesto está conjugado a un colorante fluorescente, en este 
caso empleamos SR-FLIVO (FLIVO conjugado a sulforodamina). SR-FLIVO puede ser 
empleado in vivo (Pozarowski et al. 2003) inyectado por vía intravenosa. Las células son 
permeables a este compuesto, de tal manera que cuando penetra en células no 
apoptóticas difunde de nuevo al exterior. Sin embargo, si penetra en células apoptóticas 
en las cuales se han activado las caspasas FLIVO se unirá a estas caspasas activas 
quedando retenido en el interior celular. Esto implica que las células apoptóticas estarán 
marcadas con SR-FLIVO, lo que nos permitirá diferenciarlas de células no apoptóticas 
que no estarán teñidas (Figura 14B). 
C Ds (CMFDA)
Inyección de NaCl
o LiCl (i.p.)
18 h
SR-FLIVO
Inyección de
CDs (s.c.)
Inyección de
SR-FLIVO (i.v.)
22 h 2 h
Extracción de los
ganglios poplíteos
A
B
C Ds (CMFDA)
Max. Amplitud (M.A.)
CD#1:150
Max. Amplitud (M.A.)
CD#1: 250 M.A . C han2 /M.A . C han 1 = 0.6
M.A . C han2 /M.A . C han 1 = 0.36
Max. Amplitud (M.A.)
CD#2: 250
Max. Amplitud (M.A.)
CD#2: 90
1 1 122 2
SR -FLIVO (canal 2)CMFDA (canal 1) Grado de
apoptosis
++
SR-FLIVO
C Ds (CMFDA)
SR-FLIVO
C
D
 #
1
C
D
 #
2
C D #1
C D #2
+
 
Figura 14. Procedimiento realizado para analizar la función de GSK3 en la apoptosis de CDs in vivo. A) 
Esquema del procedimiento seguido para analizar el papel de GSK3 en la supervivencia de CDs murinas in vivo en 
los ganglios linfáticos. Inyectamos 2x106 CDs teñidas con CMFDA por vía subcutánea (s.c.) en las almohadillas 
plantares traseras de ratones aceptores. 18 horas después inyectamos intraperitonealmente (i.p.) 50 μmoles de LiCl, 
para inhibir GSK3 in vivo, o de NaCl, como control. Después de 22 horas inyectamos SR-FLIVO por vía intravenosa 
(i.v.) para teñir las CDs apoptóticas, y tras 2 horas los animales fueron sacrificados y se extrajeron los ganglios 
poplíteos para analizar la apoptosis de las CDs-CMFDA in vivo mediante microscopía multifotón. B) Procedimiento 
de análisis de las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal. En la parte superior se muestran imágenes 
representativas de una sección de los ganglios poplíteos obtenidas mediante microscopía multifotón, tanto del canal-1 
que representa las CDs teñidas con CMFDA como del canal-2 que representa la tinción con SR-FLIVO, y la 
superposición de ambas. También se muestran dos regiones de interés (ROI) lineales realizadas con el software 
confocal de Leica (LCS) empleado para analizar la apoptosis de las CDs in vivo. En la parte inferior se muestran las 
gráficas obtenidas con la herramienta de cuantificación del LCS que representan la intensidad de la tinción tanto de 
CMFDA como de SR-FLIVO para las ROI seleccionadas en la imagen superior. Como puede observarse la 
intensidad de la tinción de SR-FLIVO varía entre ambas células. El parámetro que empleamos como indicador del 
grado de apoptosis de las CDs teñidas con CMFDA es la relación entre la máxima intensidad de SR-FLIVO y la de 
CMFDA para cada célula. (Ver Materiales y Métodos y sección A.3 de Resultados). 
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 El análisis de los ganglios se realizó mediante microscopía multifotón. Para 
determinar el grado de apoptosis de las CDs, las imágenes obtenidas con el multifotón 
fueron analizadas con el software de confocal de Leica (ver Materiales y Métodos). El 
parámetro que tomamos como indicador del grado de apoptosis de cada CD es la 
relación entre la intensidad de SR-FLIVO y la de CMFDA para esa célula, de tal modo 
que cuanto mayor sea este valor mayor será también el grado de apoptosis porque la 
célula tendrá mayor actividad de caspasas. Si GSK3 es una molécula pro-apoptótica 
también in vivo, las CDs marcadas con CMFDA que se inocularon deberían presentar 
una tinción menor con SR-FLIVO en los animales tratados con LiCl, que en los 
controles, que fueron tratados con NaCl. Como se observa en la Figura 15 los resultados 
obtenidos en dos experimentos independientes muestran que en las CDs de animales 
tratados con NaCl el grado de apoptosis es mayor que en los tratados con LiCl, siendo la 
media de 0,33 y 0,35 en los controles frente al 0,25 y 0,28 obtenido en presencia de 
LiCl. Esto supone una reducción en el grado de apoptosis de un 22-23%, lo cual 
coincide con la inhibición obtenida in vitro en CDs murinas tratadas con LiCl (Figura 13). 
 
Figura 15. GSK3 es una 
molécula pro-apoptótica in 
vivo en CDs. A) Imágenes 
representativas de los ganglios 
poplíteos de ratones que 
fueron tratados con LiCl o con 
NaCl obtenidas mediante 
microscopía multifotón. Se 
muestra la tinción de CMFDA, 
de SR-FLIVO, y la 
superposición de ambas. B) 
Gráfica que representa el valor 
de apoptosis (relación entre el 
valor de máxima intensidad de 
SR-FLIVO y CMFDA) 
obtenido para las CDs de 
ratones tratados con LiCl o 
NaCl en dos experimentos 
independientes. *p<0,5x10-5. 
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B.  CCR7 regula negativamente moléculas pro-apoptóticas como 
GSK3β y FOXO  
 
B.1  CCR7 inhibe la actividad de GSK3β sin afectar a su localización  
 
 CCR7 es un receptor de quimioquinas cuya activación por sus ligandos, CCL19 
y CCL21, no sólo regula la quimiotaxis de las CDs sino también otras funciones como 
la supervivencia celular (Sanchez-Sanchez et al. 2004). El estudio de los mecanismos 
moleculares empleados por este receptor para regular la supervivencia mostró que es 
necesario que se produzca la activación de una vía en la que están implicadas PI3K, 
Akt1 y factores de transcripción de la familia NF-κB. Sin embargo, se desconoce si 
están implicadas otras vías de señalización. Dado el papel pro-supervivencia que tiene 
CCR7 en CDs nos propusimos estudiar que efecto tiene la estimulación de este receptor 
sobre dos moléculas pro-apoptóticas como son GSK3β y FoxO (Riol-Blanco et al. 2009). 
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Figura 16. La activación de CCR7 induce 
fosforilación de GSK3β en el residuo de Ser9 tanto en 
CDs humanas como murinas. A) Mantuvimos CDs 
maduras humanas derivadas de monocitos en RPMI 0,1% 
BSA durante 30 minutos, posteriormente las estimulamos 
con CCL19 o CCL21 (20 nM) y a los tiempos indicados 
las lisamos para analizar mediante Western Blot el nivel 
de fosforilación de GSK3β empleando un Ab contra la 
forma fosforilada en Serina9 de GSK3β (i) y ERK2 
como control de carga. (ii) Gráfica que representa el 
aumento en la fosforilación de GSK3β inducido por 
CCL19 y CCL21 a distintos tiempos referido al nivel de 
fosforilación basal (en ausencia de estímulo). Los valores 
se obtuvieron densitometrando los blots de varios 
experimentos de estimulación con CCL19 y CCL21. (La 
gráfica muestra la media ± SEM de 3 experimentos 
realizados, *p<0,05). B) Preparamos CDs esplénicas de 
ratones C57BL/6 y las maduramos con LPS (ver 
Materiales y Métodos). Las CDs se mantuvieron 30 
minutos en RPMI 0,1%BSA. A continuación se 
estimularon con CCL19 o CCL21 (18 nM) y, a los 
tiempos indicados, se lisaron para analizar mediante 
Western Blot el nivel de fosforilación de GSK3β 
empleando un Ab contra la forma fosforilada en Serina9 
de GSK3β y un Ab contra GSK3β total como control de 
carga. 
e monocitos (Figura 16A) como 
en CDs murinas (Figura 16B). 
 (La gráfica muestra la 
e 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
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 En primer lugar analizamos si la estimulación de las CDs con los ligandos de 
CCR7, CCL19 y CCL21, tiene algún efecto sobre el estado de fosforilación de GSK3β. 
Puesto que GSK3β es pro-apoptótica y CCR7 promueve la supervivencia, cabe esperar 
que la activación de este receptor produzca una inhibición de GSK3β. De hecho la 
estimulación tanto con CCL19 como con CCL21 produce un aumento de la 
fosforilación de GSK3 β en Ser9 que, como se mencionó anteriormente, es un residuo 
cuya fosforilación conduce a la inhibición de la actividad de GSK3 β (Figura 16A). Esta 
inhibición es muy rápida, ya que un minuto después de realizar la estimulación la 
fosforilación ya ha aumentado entre 4 y 6 veces, y alrededor de los 30 minutos 
prácticamente se han recuperado los niveles basales de actividad de GSK3β. Esta 
inhibición se produce tanto en CDs humanas derivadas d
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Figura 17. GSK3β es inhibida en CDs estimuladas con CCL19 o CCL21. 
A) Mantuvimos CDs maduras humanas en RPMI 0,1% BSA durante 30 
minutos. Posteriormente las estimulamos con CCL19 o CCL21 (20 nM) y a los 
tiempos indicados las lisamos para analizar mediante Western Blot el nivel de 
fosforilación de GS empleando un Ab contra la forma fosforilada en Serina641 
de GS y un Ab frente a GS total como control de carga. B) Gráfica que 
representa la variación en la fosforilación de GS inducida por CCL19 y CCL21 
a 2 y 5 minutos, referido al nivel de fosforilación basal (en ausencia de 
estímulo). Los valores se obtuvieron densitometrando los blots de varios 
experimentos de estimulación con CCL19 y CCL21.
media ± SEM d
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 Quisimos también comprobar que la fosforilación inhibidora de GSK3β inducida 
por CCR7 bloqueaba realmente la actividad de GSK3. Para ello estimulamos CDs con 
CCL19 y CCL21 y analizamos el efecto de la activación de CCR7 sobre la fosforilación 
de la glucógeno sintasa (GS), un sustrato de GSK3. La estimulación tanto con CCL19 
como con CCL21 da lugar a una rápida reducción en la fosforilación de GS (Figura 17), 
como cabe esperar si se está inhibiendo la actividad de GSK3.  
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Figura 18. La estimulación con CCL21 no altera la localización de GSK3β en CDs. A) Mantuvimos CDs 
maduras humanas en RPMI 0,1% BSA durante 30 minutos a 37ºC, sobre cubreobjetos que habían sido previamente 
recubiertos con PLL, tras lo cual se estimularon o no (Control) con CCL21 (20 nM) durante 5 min. Las muestras se 
tiñeron para inmunofluorescencia con un Ab contra GSK3β total (ver Materiales y Métodos) y con Hoechst 33342 
para localizar el núcleo de la célula. Se muestran imágenes representativas de la tinción de GSK3β y Hoechst, así 
como la superposición de ambas, en CDs estimuladas o no con CCL21. B) Las CDs se mantuvieron durante 5-6 horas 
en RPMI 0,1 % BSA en presencia o ausencia de CCL21 (20nM). Pasado este tiempo seguimos el protocolo de 
fraccionamiento nuclear (ver materiales y métodos) y analizamos mediante Western Blot la localización de GSK3β en 
la fracción nuclear y citoplasmática en CDs tratadas o no con CCL21. Para ello empleamos un Ab contra GSK3β 
total y contra α-Tubulina como control de carga. (Se muestra un experimento representativo de 3 realizados). 
 Existen otros mecanismos que permiten regular la actividad de GSK3 además de 
la fosforilación. Uno de los más importantes consiste en regular la localización 
intracelular de esta molécula, lo cual determina la accesibilidad de GSK3 a diferentes 
sustratos. Por ejemplo, GSK3β es capaz de regular la actividad de varios factores de 
trasncripción, pero para llevar a cabo esta función debe estar localizada en el núcleo que 
es donde se encuentran estos factores (Meares et al. 2007). Por tanto, nos planteamos 
estudiar si la estimulación con CCL19 o CCL21 puede alterar la localización nuclear de 
GSK3β además de su fosforilación. Realizamos inmunofluorescencias para determinar 
la localización de GSK3β en CDs estimuladas o no con las quimioquinas. Observamos 
que la localización de GSK3β es predominantemente nuclear en CDs no estimuladas, 
aunque también localiza en el citosol, y que la estimulación con las quimioquinas no 
produce ningún cambio considerable en la localización de esta molécula (Figura 18A). 
Confirmamos que la estimulación con los ligandos de CCR7 no produce ningún cambio 
en la localización de GSK3β realizando experimentos de fraccionamiento subcelular 
que permiten separar la fracción proteica nuclear de la citoplasmática (Figura 18B). 
 
B.2  CCR7 inhibe la actividad de FOXO1/3 regulando su estado de 
fosforilación y su localización  
 
 FoxO es un factor de transcripción que ha sido descrito como una molécula pro-
apoptótica en CDs cuya actividad se regula mediante localización (Riol-Blanco et al. 2009). 
La presencia de factores pro-supervivencia que activan Akt1 puede inducir la 
traslocación de FoxO al citoplasma, donde obviamente no puede regular la transcripción 
y, por tanto, no es activo. La fosforilación de FoxO mediada por Akt genera sitios de 
unión para las proteínas 14-3-3, y la interacción con estas proteínas puede retener a 
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FoxO en el citoplasma (Brunet et al. 1999; Brunet et al. 2002). Dado que la estimulación con 
CCL19 y CCL21 activa Akt1 y ejerce un papel pro-supervivencia, decidimos analizar si 
la inhibición de la actividad de FoxO es uno de los mecanismos empleados por CCR7 
para extender la supervivencia de las CDs. Para comprobar esta hipótesis, en primer 
lugar estimulamos las CDs con CCL19 y CCL21 para analizar su efecto sobre el estado 
de fosforilación tanto de FoxO1 como de FoxO3 en residuos fosforilados por Akt1. 
Observamos que ambas quimioquinas producen un aumento en la fosforilación de estos 
residuos de forma rápida (a los 2 minutos ya se encuentran fosforilados) y a los 30 
minutos el nivel de fosforilación continúa elevado (Figura 19). Estos resultados son 
diferentes a los obtenidos con respecto a la fosforilación de GSK3β que era transitoria, 
y a los 30 minutos ya se veía considerablemente reducida (Figura 19A). 
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Figura 19. La estimulación de CDs con CCL19 o CCL21 induce 
fosforilación de FoxO1 y FoxO3 (en Ser256 y Ser253, respectivamente). 
Mantuvimos CDs maduras humanas derivadas de monocitos en RPMI 0,1% 
BSA durante 3 horas, posteriormente las estimulamos con CCL19 o CCL21 
(20 nM) y a los tiempos indicados las lisamos para analizar mediante 
Western Blot el nivel de fosforilación de FoxO1 y FoxO3 empleando Abs 
contra la forma fosforilada en Serina256 de FoxO1 y en Ser253 de FoxO3, 
empleamos un Ab contra FoxO1 total como control de carga. (Se muestra 
un experimento representativo de 3 realizados). 
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 Además comprobamos que Akt1 es realmente la quinasa responsable de la 
fosforilación de FoxO inducida por CCR7 en las CDs. Para ello tratamos las células con 
un inhibidor específico para Akt1 y posteriormente las estimulamos con los ligandos de 
CCR7 para analizar el efecto que tiene la inhibición de Akt1 sobre la fosforilación de 
FoxO. Observamos que si Akt1 se encuentra inhibida la fosforilación de FoxO inducida 
por CCR7 no se produce (Figura 20), lo que indica que es necesario que CCR7 active 
Akt1 para que se fosforile FoxO. Esto sitúa la regulación negativa de un factor de 
transcripción implicado en la apoptosis de las CDs bajo el control del módulo de 
señalización implicado en regular la supervivencia celular, reforzando la idea de la 
existencia de diferentes vías activadas por CCR7 implicadas en la regulación de 
funciones distintas (Figura 5). 
 
Figura 20. La fosforilación de FoxO1 inducida por CCR7 es 
dependiente de la activación de Akt1. Mantuvimos las CDs en RPMI 
0,1% BSA durante 1 hora en presencia de un inhibidor específico de 
Akt1/2 (5 μM) o de DMSO (Control). A continuación estimulamos las 
CDs con CCL19 (20 nM) durante 15 minutos. Finalmente las lisamos 
para analizar mediante Western Blot el nivel de fosforilación de FoxO1, 
para lo cual empleamos Abs contra fosfo-FoxO1 (Ser256), contra fosfo-
Akt1 (Ser473), para verificar que el inhibidor de Akt1 funciona, y contra 
FoxO1 total como control de carga. (Se muestra un experimento 
representativo de 3 realizados). 
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 A continuación quisimos comprobar si este aumento en la fosforilación 
realmente se correlaciona con una disminución en los niveles de FoxO nuclear y, por 
tanto, en la inhibición de la actividad de estos factores de transcripción. Para ello las 
CDs se mantuvieron en ausencia de suero durante 6 horas para inducir la traslocación de 
FoxO al núcleo, donde ejerce su función pro-apoptótica, y posteriormente fueron 
estimuladas o no con CCL19 o CCL21 para determinar el efecto de las quimioquinas 
sobre la localización de FoxO. A continuación realizamos experimentos de 
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fraccionamiento subcelular para aislar la fracción nuclear y la citoplasmática, y 
analizamos mediante Western Blot el nivel tanto de FoxO1 como de FoxO3 en ambas 
fracciones. De este modo demostramos que las CDs que fueron estimuladas con las 
quimioquinas presentan menor nivel de FoxO nuclear que los controles que no fueron 
estimulados (Figura 21). Observamos que la estimulación con CCL19 reduce en un 30-
40% el nivel nuclear tanto de FoxO1 como de FoxO3 (Figura 21A). La reducción que 
produjo CCL21 fue algo inferior, aproximadamente un 30% para FoxO1 y un 20% para 
FoxO3 (Figura 21B).  
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Figura 21. La estimulación de CDs con CCL19 o CCL21 induce la traslocación de FoxO1 y FoxO3 al 
citoplasma. A y B) Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 5-6 horas para inducir condiciones apoptóticas 
en las cuales FoxO se encuentre en el núcleo, ya sea en ausencia de estímulo (Control) o bien en presencia de A) 
CCL19 (20 nM) o de B) CCL21 (20 nM). Pasado este tiempo seguimos el protocolo de fraccionamiento nuclear (ver 
Materiales y Métodos) y analizamos mediante Western Blot la localización de FoxO1 y FoxO3 en la fracción nuclear 
y citoplasmática de CDs tratadas o no con CCL19 o CCL21. Para ello empleamos Abs contra FoxO1 y FoxO3 total, y 
contra α-Tubulina como control de carga. En la parte superior se muestra un experimento representativo de 3 
realizados. En la parte inferior se muestran las gráficas que representan la variación en la localización nuclear de 
FoxO1/3 producida por la estimulación con CCL19 A) o CCL21 B), los valores mostrados se obtuvieron 
densitometrando los blots de varios experimentos y, en todos los casos, se encuentran referidos al nivel de FoxO1/3 
nuclear en las CDs control. (La gráfica representa la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
C.  CCR7 inhibe GSK3β a través de la vía de PI3K/Akt1 que regula la 
supervivencia de las CDs 
 
C.1  CCR7 regula la actividad de GSK3β mediante una vía que implica 
la activación de Gαi/βγ / PI3K / Akt1  
 
 Sabiendo que GSK3β es una molécula pro-apoptótica y que su actividad está 
regulada por CCR7, nos planteamos caracterizar los mecanismos de señalización 
implicados en la fosforilación de GSK3β inducida por CCR7. Previamente se demostró 
la existencia de un módulo se señalización que regula la supervivencia inducida por 
CCR7 en el cual está implicada la activación de proteínas G de la familia αi/0, de PI3K y 
de Akt1 (Sanchez-Sanchez et al. 2004). Dada la implicación de GSK3β en apopotosis y 
puesto que Akt1 es una de las quinasas que pueden fosforilar e inhibir a GSK3β (Cross et 
al. 1995), comenzamos por estudiar el efecto de esta vía sobre GSK3β.  
53 
 
RESULTADOS 
GSK3β P-Ser9
GSK3β
Control PTx
- -+ + CCL21
A
GSK3β P-Ser9
GSK3β
pcDNA α
- -+ + CCL21
transducina
α transducina
GSK3β
B
ii)i)
pc
DN
A
α tra
nsd
uci
na
 
Figura 22. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 es dependiente de la activación de proteínas G 
heterotriméricas de la familia αi/0 y, más concretamente del dímero βγ del heterotrímero. A) Mantuvimos las 
CDs en RPMI 10% FCS durante 3 horas en presencia de PTX (100 ng/ml) o de DMSO (Control). Pasado este tiempo 
lavamos las CDs y las mantuvimos en RPMI 0,1% BSA durante 30 minutos, tras lo cual las estimulamos CCL21 (20 
nM) durante 5 minutos. Finalmente lisamos las CDs para analizar mediante Western Blot el nivel de fosforilación de 
GSK3β, para lo cual empleamos Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra GSK3β total como control de carga. B) 
Las CDs fueron nucleofectadas con el vector pcDNA o con αtransducina. 15-18 horas después de la transfección 
recogimos las CDs y las mantuvimos en RPMI 0,1% BSA durante 30 minutos, tras lo cual las estimulamos con 
CCL21 (20 nM) 5 minutos y posteriormente las lisamos para analizar la fosforilación de GSK3β por Western Blot 
empleando Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra GSK3β total como control de carga (i). También empleamos un 
Ab contra αtransducina para verificar la expresión del vector (ii). (Se muestra un experimento representativo de 3 
realizados). 
 Para determinar si la fosforilación de GSK3β es dependiente de proteínas G de 
la familia αi/0 las CDs fueron tratadas con toxina pertúsica (PTX). Esta toxina ADP-
ribosila proteínas de la familia αi/0 inhibiéndolas e impidiendo su disociación del dímero 
βγ. Esto implica que el tratamiento con PTX produce la inhibición tanto de la subunidad 
α como de la βγ. La activación de CCR7 en CDs tratadas con PTX no induce 
fosforilación de GSK3β (Figura 22A), lo cual implica que para que CCR7 fosforile 
GSK3β es necesario que se activen proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0. Tanto 
la subunidad α como el dímero βγ pueden activar diferentes efectores, pero el 
tratamiento con PTX no nos permite determinar si es la subunidad α o el dímero βγ el 
implicado en la fosforilación de GSK3β. Para abordar esta cuestión empleamos otra 
aproximación experimental que consiste en nucleofectar las CDs con un plásmido que 
codifica para αtransducina. La sobreexpresión de esta subunidad α de las proteínas G 
permite secuestrar al dímero βγ, bloqueando así la señalización inducida por el dímero 
βγ pero no la inducida por la subunidad αi/0. Estimulamos o no con CCL21 las CDs que 
expresan αtransducina, o el vector control (pcDNA), y analizamos la fosforilación de 
GSK3β. La inhibición de la actividad del dímero βγ produjo una reducción considerable 
en el nivel de fosforilación de GSK3β (Figura 22B), indicando que el dímero βγ está 
implicado en la inhibición de GSK3β inducida por CCR7. 
 
 A continuación analizamos si la vía de PI3K/Akt1 está implicada en la 
inhibición de GSK3β inducida por CCR7, especialmente teniendo en cuenta que Akt1 
es uno de los principales reguladores de la actividad de GSK3 (Cross et al. 1995). Para ello 
las CDs fueron primero tratadas con LY294002, un inhibidor de PI3Ks, o con un 
inhibidor específico de Akt1, y posteriormente estimuladas con CCL19/CCL21. El 
tratamiento con ambos compuestos produce una inhibición prácticamente total de la 
activación de Akt1 inducida por CCR7 (Figura 23A y B), así como una considerable 
reducción en la fosforilación de GSK3β. Esto indica que la inhibición de GSK3β 
inducida por CCR7 depende de la vía de PI3K/Akt1. Cabe destacar que a pesar de que 
la inhibición de PI3K/Akt1 es total, aún se observa cierta fosforilación de GSK3β, lo 
cual sugiere la existencia de otra quinasa implicada en la fosforilación de la Ser9 de 
GSK3β en las CDs estimuladas con CCL19/21. 
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Figura 23. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 es 
dependiente de la activación de la vía de PI3K/Akt. A) Mantuvimos 
las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora en presencia de un inhibidor 
de PI3K, LY294002 (100 μM), o de DMSO (Control). Pasado este 
tiempo estimulamos las CDs con CCL21 durante 5 minutos y las lisamos 
para analizar por Western Blot la fosforilación de GSK3β. B) Las CDs se 
mantuvieron 1 hora en RPMI 0,1% BSA en presencia de un inhibidor 
específico de Akt1/2 (5 μM) o de DMSO (Control). A continuación 
estimulamos las CDs con CCL19 (20 nM) durante 5 minutos y las 
lisamos para analizar mediante Western Blot el nivel de fosforilación de 
GSK3β. Para determinar la fosforilación de GSK3β, tanto en A) como en 
B), empleamos Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9), contra fosfo-Akt1 
(Ser473), para verificar que los inhibidores han funcionado, y contra 
GSK3β total o α-Tubulina como control de carga. (Se muestra un 
experimento representativo de 3
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 realizados). 
 
 El LY294002 es un inhibidor general de PI3K, por tanto hemos demostrado que 
la actividad de PI3K es necesaria para que CCR7 pueda activar una vía que involucra a 
Akt1 y GSK3β. Sin embargo, desconocemos si todas las isoformas de PI3K ejercen el 
mismo efecto sobre Akt1/GSK3β o si son isoformas específicas las implicadas en la 
activación de esta vía. A continuación empleamos inhibidores específicos para diversas 
isoformas de PI3K con el objetivo de determinar si existe alguna diferencia funcional 
entre estas isoformas en lo relacionado con la activación de la vía Akt1/GSK3β. Para 
ello las CDs fueron tratadas con DMSO, como control, o con inhibidores específicos 
para PI3Kα, PI3Kβ y PI3Kγ. A continuación las CDs se estimularon con CCL21 y se 
lisaron para determinar el efecto de estos inhibidores sobre la fosforilación de Akt1 y 
GSK3β.  
 
Observamos que la estimulación con CCL21 produce un aumento considerable 
en la fosforilación de ambas quinasas en las CDs empleadas como control, pero el 
tratamiento con el inhibidor de PI3Kα impide que se produzca la fosforilación de Akt1 
y GSK3β inducida por CCR7 (Figura 24). En CDs tratadas con el inhibidor de PI3Kβ 
observamos que la estimulación con CCL21 induce un aumento en la fosforilación tanto 
de Akt como de GSK3β, aunque este incremento parece menor que en las CDs control, 
especialmente en lo que se refiere a la fosforilación de Akt1 (Figura 24). Este resultado 
puede llevarnos a proponer que PI3Kβ no está implicada en la activación de la vía 
Akt1/GSK3β o bien que ni siquiera esté siendo activada por CCR7, sin embargo hay 
que señalar que hasta el momento no disponemos de un control que nos permita 
demostrar que el inhibidor de PI3Kβ esté funcionando realmente, con lo cual no 
podemos sacar ninguna conclusión sobre el efecto de esta isoforma hasta que no 
realicemos los experimentos de control necesarios. En las CDs tratadas con el inhibidor 
de PI3Kγ, Akt1 no se fosforiló, lo cual demuestra un papel esencial de la activación de 
PI3Kγ en la fosforilación de Akt1 inducida por CCR7 en CDs. Sin embargo, a pesar del  
potente efecto de este inhibidor sobre la activación de Akt1, aún se observó un ligero 
aumento en la fosforilación de GSK3β (Figura 24). Este resultado, unido al obtenido al 
tratar las CDs con LY294002 o con el inhibidor de Akt1 (Figura 23), indica la existencia 
de otra/s molécula/s activada/s por CCR7 que puede/n fosforilar el residuo de Ser9 de 
GSK3β, aparte de Akt. Los resultados obtenidos nos permiten concluir que tras la 
estimulación de CCR7 se activan tanto PI3Kα como PI3Kγ y que son necesarias para la 
activación de Akt1 y la inhibición de GSK3β. 
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 Figura 24. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 
depende de la activación de PI3Kα y PI3Kγ. Mantuvimos las 
CDs en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora en presencia de 
inhibidores específicos de PI3Kα (250 nM), PI3Kβ (1 μM) y 
PI3Kγ (10 μM), o bien de DMSO (Control). Pasado este tiempo 
estimulamos las CDs con CCL21 durante 5 minutos y las lisamos 
para analizar por Western Blot la fosforilación de GSK3β, para lo 
cual empleamos Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9), contra fosfo-
Akt1 (Ser473), para verificar que los inhibidores han funcionado, 
y contra α-Tubulina como control de carga. (Se muestra un 
experimento representativo de 2 realizados). 
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C.2  La inhibición de GSK3 inducida por CCR7 es independiente de los 
módulos que regulan la quimiotaxis y la velocidad de las CDs  
 
 En las CDs CCR7 activa dos módulos de señalización independientes capaces de 
regular tanto la velocidad de migración de las CDs como la quimiotaxis hacia 
CCL19/CCL21 (Riol-Blanco et al. 2005). La activación de las MAPKs está implicada en 
regular la quimiotaxis pero no la velocidad migratoria, siendo la activación de Pyk2 
esencial para que CCR7 pueda incrementar la velocidad de migración de las CDs (Figura 
5). Cabe señalar que la activación de Pyk2 inducida por CCR7 es independiente de la 
activación de proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0, puesto que depende de la 
activación de proteínas G de la familia α12/13 (resultados sin publicar). Se ha descrito que las 
MAPKs pueden regular la actividad de GSK3 (Goold et al. 2005), por tanto, decidimos 
analizar si ERK1/2 y JNK, dos moléculas de la familia de las MAPKs que son claves 
para la inducción de quimiotaxis por CCR7, están implicadas en la inhibición de 
GSK3β. Para ello las CDs fueron tratadas con inhibidores específicos para ERK1/2 y 
JNK, UO126 y SP600, respectivamente. Posteriormente, se estimularon con los 
ligandos de CCR7 y se analizó si la inhibición de ERK1/2 o JNK afecta a la 
fosforilación de GSK3β inducida por las quimioquinas (Figura 25). Observamos que 
CCR7 aún es capaz de inducir la inhibición de GSK3β en CDs tratadas con los 
inhibidores de ERK1/2 (Figura 25A) o JNK (Figura 25B), lo cual indica que estas MAPKs 
no están implicadas en la regulación de la actividad de GSK3 mediada por CCR7. 
 
Figura 25. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 es 
independiente de la activación de ERK1/2 y de JNK. A) 
Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora en presencia 
de un inhibidor de ERK1/2, UO126 (5 μM), o de DMSO (Control). 
Pasado este tiempo estimulamos las CDs con CCL21 (20 nM) durante 
los tiempos indicados y las lisamos para analizar por Western Blot la 
fosforilación de GSK3β. Para ello empleamos Abs contra fosfo-
GSK3β (Ser9), contra fosfo-ERK1/2 (Thr202Thr185/Tyr204Tyr187), 
para verificar que el UO126 ha funcionado, y contra α-Tubulina como 
control de carga. B) Las CDs se mantuvieron 1 hora en RPMI 0,1% 
BSA en presencia de un inhibidor específico de JNK, SP600125 (50 
μM), o de DMSO (Control). A continuación estimulamos las CDs con 
CCL19 (20 nM) durante 5 minutos y las lisamos para analizar 
mediante Western Blot el nivel de fosforilación de GSK3β, empleando 
Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra α-Tubulina como control de 
carga. (Se muestra un experimento representativo de 3 realiza
GSK3β P-Ser9
Control UO126
CCL190 1 5 0 1 5
P-ERK
Tubulina
A
B
GSK3β P-Ser9
Control SP600
CCL190 5 0 5
Tubulina
dos). 
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 También analizamos la implicación de moléculas que participan en la regulación 
de la velocidad de migración de las CDs en la inhibición de GSK3β. Para ello 
empleamos en primer lugar siRNAs específicos para las subunidades α12 y α13 de las 
proteínas G heterotriméricas. La reducción de la expresión de estas subunidades α en 
CDs (Figura 26A) no tiene ningún efecto sobre la fosforilación de GSK3β inducida por 
CCR7 (Figura 26B), indicando que estas proteínas G heterotriméricas de la familia α12/13 
no participan en la vía de señalización activada por CCR7 que conlleva a la inhibición 
de GSK3β. 
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Figura 26. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 es independiente de la activación de las proteínas G 
heterotriméricas α12 y α13. Las CDs fueron nucleofectadas con siRNAs específicos para las subunidades α12 y α13 
de proteínas G heterotriméricas y las CDs se recogieron 48 horas después de la transfección. A) Lisamos CDs 
nucleofectadas para analizar por Western Blot el nivel de expresión de α12 y α13 y confirmar que los siRNAs 
redujeron la expresión de estas moléculas, para ello empleamos Abs específicos contra α12 y α13, y contra ERK2 total 
como control de carga. B) Las CDs nucleofectadas se mantuvieron 30 minutos en RPMI 0,1% BSA, posteriormente 
se estimularon con CCL21 (20 nM) durante 5 minutos y se lisaron para analizar mediante Western Blot el nivel de 
fosforilación de GSK3β empleando Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra GSK3β total como control de carga. (Se 
muestra un experimento representativo de 3 realizados). 
 En segundo lugar analizamos el papel de Pyk2 en la inhibición de GSK3β 
inducida por CCR7. Para ello las CDs fueron nucleofectadas con PRNK, una 
construcción que codifica la región C-terminal de Pyk2 que actúa como un dominante 
negativo de esta quinasa (Ivankovic-Dikic et al. 2000). La sobreexpresión de esta 
construcción no afecta en gran medida a la inhibición de GSK3β inducida por CCR7 
(Figura 27), indicando que Pyk2 no está implicado en la vía activada por CCR7 que 
fosforila e inhibe a GSK3β. En su conjunto estos resultados muestran que las vías de 
señalización que emplea CCR7 para regular la quimiotaxis y la velocidad de migración 
de las CDs no participan en la inhibición de GSK3β, siendo la ruta de señalización que 
regula la supervivencia la principal implicada en regular la actividad de GSK3β (Figura 
5). 
 
Figura 27. La fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 es 
independiente de la activación de Pyk2. Las CDs fueron nucleofectadas 
con el vector pcDNA o con PRNK. 15-18 horas después de la 
transfección recogimos las CDs y las mantuvimos en RPMI 0,1% BSA 
durante 30 minutos, tras lo cual las estimulamos con CCL19 (20 nM) 
durante los tiempos indicados y posteriormente las lisamos para analizar 
la fosforilación de GSK3β por Western Blot empleando Abs contra fosfo-
GSK3β (Ser9) y contra α-tubulina como control de carga (parte superior). 
También empleamos un Ab contra Pyk2 para verificar la expresión del 
vector (parte inferior). (Se muestra un experimento representativo de 3 
realizados). 
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C.3  PKC está implicada en la inhibición de GSK3β inducida por CCR7 
 
Se ha descrito que el residuo de Ser9 de GSK3β, cuya fosforilación conduce a la 
inhibición de la actividad de esta molécula, puede ser fosforilado por múltiples quinasas 
entre las cuales, aparte de PKB/Akt (Cross et al. 1995), destacan PKA (Fang et al. 2000; Li et 
al. 2000), PKC (Goode et al. 1992) o p70S6K (Sutherland et al. 1993). Anteriormente 
demostramos que en presencia de inhibidores de Akt se inhibe la fosforilación de 
GSK3β inducida por CCR7 (Figura 23). Sin embargo, a pesar de que Akt está 
completamente inhibida, ya que no se fosforila en absoluto al estimular las CDs con las 
quimioquinas, sí que se puede observar un ligero aumento en la fosforilación de 
GSK3β. Esto indica que pueden existir otras moléculas activadas por CCR7 que son 
capaces de fosforilar a GSK3β. Dado que anteriormente descartamos que GSK3β 
estuviera siendo  regulada por las MAPKs (Figura 25) o por moléculas que regulan la 
velocidad de migración de las CDs (Figura 26 y 27), decidimos analizar si otras quinasas 
como PKCs, que pueden fosforilar el residuo de Ser9 de GSK3β, están implicadas en la 
regulación de la actividad de GSK3β mediada por CCR7.  
 
Para determinar la implicación de PKC en la inhibición de GSK3β, las CDs 
fueron tratadas con dos inhibidores generales de PKC diferentes, Ro-31-8220 y GF-
109203X, y posteriormente se estimularon con CCL19/CCL21. Observamos que en 
presencia de los inhibidores de PKC la activación de CCR7 no produce fosforilación de 
GSK3β (Figura 28), lo cual indica que un mecanismo adicional por el cual CCR7 inhibe 
GSK3β puede ser a través de la activación de PKC.  
Figura 28. La activación de PKCs inducida por CCR7 
también regula la fosforilación de GSK3β en las CDs. 
A) Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 1 
hora en presencia de un inhibidor general de PKCs, GF-
109203X (3,5 μM), o de DMSO (Control). Pasado este 
tiempo estimulamos las CDs con CCL21 (20 nM) durante 
los tiempos indicados y las lisamos para analizar por 
Western Blot la fosforilación de GSK3β, empleando Abs 
contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra ERK2 total como 
control de carga. B) Las CDs se mantuvieron 1 hora en 
RPMI 0,1% BSA en presencia de un inhibidor general de 
PKCs, Ro-31-8220 (1 μM), o de DMSO (Control). A 
continuación estimulamos las CDs con CCL21 (20 nM) durante los tiempos indicados y las lisamos para analizar 
mediante Western Blot el nivel de fosforilación de GSK3β empleando Abs contra fosfo-GSK3β (Ser9) y contra 
ERK2 total como control de carga. (Se muestra un experimento representativo de 3 r
GSK3β P-Ser9
CCL21
ERK2
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0 52
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0 52
A
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CCL21
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0 52
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0 52
B
ealizados). 
 
 Resumiendo, los resultados anteriores muestran que la activación de CCR7 
produce la inhibición de GSK3β principalmente a través de una vía que implica la 
activación de proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0, de PI3Kα/γ y de Akt1 
(Figura 29), demostrando también que la actividad del dímero βγ participa en la 
inhibición de GSK3β. También observamos que la actividad de PKC se requiere para 
que CCR7 induzca una completa fosforilación de GSK3β en Ser9. Sin embargo, ni las 
MAPKs ERK1/2 ni JNK, que son esenciales para regular la quimiotaxis, ni la vía que 
activa proteínas G heterotriméricas de la familia α12/13 y Pyk2, que regula la velocidad, 
participan en la inhibición de GSK3β inducida por CCR7 en CDs (Figura 29). 
58 
 
RESULTADOS 
 
 
CCR7
CCL19
CCL21
β γ
αi α12/13
PI3Kα
Akt1
Erk1/2
JNK
Pyk2
GSK3β GSK3β P
PI3Kγ
PKC
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Modelo de las vías de señalización implicadas en la 
fosforilación de GSK3β inducida por CCR7. La estimulación de 
las CDs con CCL19 o CCL21 induce la activación de múltiples 
vías de señalización intracelulares. En primer lugar se activan 
proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0 y α12/13, los 
resultados muestran que la fosforilación de GSK3β depende de 
proteínas de la familia αi/0 pero no de la α12/13. También se activan 
MAPKs, como ERK1/2 y JNK, y Pyk2, que no están implicadas en 
la fosforilación de GSK3β. Por el contrario hemos observado que 
tanto PKC como la vía de PI3K(α/γ)/Akt1 son quinasas activadas 
por CCR7 en CDs que median la fosforilación inhibidora de 
GSK3β en el residuo de Ser9. 
 
 
C.4  GSK3β no afecta a la fosforilación de Akt1 ni ERK1/2 inducida por 
CCR7, ni altera la expresión de CCR7 en la membrana 
 
 Existen varias referencias en la bibliografía que proponen que algunas de las 
moléculas que estudiamos anteriormente como posibles reguladoras de la actividad de 
GSK3β son en realidad efectores de esta quinasa. Así, por ejemplo, se ha descrito que 
GSK3 puede regular la actividad de las MAPKs ERK1/2 y JNK (Abell et al. 2007; Rehani et 
al. 2009) e incluso de Akt1 (Takada et al. 2004). Por ello decidimos analizar si en las CDs 
GSK3 es responsable de la activación de ERK1/2 o Akt1 inducida por CCR7. Para este 
fin las CDs fueron tratadas con dos inhibidores diferentes de GSK3, inhibidor IX y 
LiCl, posteriormente se estimularon con CCL19/CCL21 y analizamos mediante 
Western Blot la fosforilación en residuos activadores de ERK1/2 (T202-Y204/T185-
Y187) y Akt1 (S473). Observamos que la inhibición de GSK3 no afecta a la activación 
de ERK1/2 (Figura 30A) ni de Akt1 (Figura 30B) inducida por CCR7 en las CDs, 
demostrando que ni ERK1/2 ni Akt1 son moléculas efectoras de GSK3 en estas células. 
Además analizamos si la inhibición de GSK3 altera la expresión de CCR7 en la 
membrana de las CDs para asegurarnos de que la activación con las quimioquinas se 
puede producir por igual en CDs no tratadas o tratadas con los inhibidores de GSK3. 
Para ello las CDs fueron dejadas sin tratar o se trataron con los inhibidores de GSK3 y 
posteriormente analizamos la expresión de CCR7 en la membrana celular mediante 
citometría de flujo. Determinamos que la inhibición de GSK3 no altera la expresión de 
CCR7 en la membrana de las CDs (Figura 30C). 
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Figura 30. GSK3 no regula la fosforilación de Akt ni de ERK inducida por CCR7, ni afecta a la expresión de 
CCR7 en la membrana de las CDs. A-C) Las CDs se mantuvieron en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora en presencia 
de dos inhibidores de GSK3, LiCl (20 mM) e Inhibidor IX (4 μM), o sin tratamiento (Control). A y B) Pasado este 
tiempo estimulamos las CDs con CCL19 (20 nM) durante los tiempos indicados y las lisamos para analizar por 
Western Blot la fosforilación de Akt1 y de ERK1/2, empleando Abs contra A) fosfo-Akt1 (Ser473), contra B) fosfo-
ERK1/2 (Thr202Thr185/Tyr204Tyr187) y frente a α-Tubulina como control de carga. C) Tras la incubación de las 
CDs con los inhibidores de GSK3 teñimos CCR7 en la superficie de las células para analizar su expresión en 
membrana mediante citometría de flujo. (Se muestra un experimento representativo de 3 realizados). 
 
D.  CCR7 regula la expresión de miembros de la familia Bcl-2  
 
 En la introducción se mencionó la importancia que tiene la relación entre 
miembros pro- y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 en la regulación del proceso de 
apoptosis. Se ha demostrado que CCR7 activa la vía de NF-κB en las CDs, y que este 
hecho es de vital importancia para que se produzca el aumento en la supervivencia 
inducido por CCR7 (Sanchez-Sanchez et al. 2004). Dado que uno de los genes diana de NF-
κB es Bcl-XL (Chen et al. 2000), un miembro pro-supervivencia de la familia Bcl-2, 
decidimos analizar si CCR7 regula la supervivencia de las CDs alterando la relación 
entre miembros pro- y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2. Para ello las CDs se 
mantuvieron en RPMI 0,1% BSA en presencia o ausencia de CCL19 y CCL21, pasadas 
10 horas se lisaron las células y comparamos el nivel de expresión de Bcl-XL en CDs 
estimuladas o no con los ligandos de CCR7. Observamos que tanto CCL19 (Figura 31A) 
como CCL21 (Figura 31B) inducen un aumento significativo en la expresión de Bcl-XL, 
lo cual apoya los resultados previos que muestran que CCR7 tiene un papel pro-
supervivencia en CDs y que la activación de la vía de NF-κB está implicada en la 
regulación de esta función, puesto que induce la transcripción de genes pro-
supervivencia como Bcl-XL. 
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Figura 31. La estimulación con CCL19 o CCL21 
produce un aumento en la expresión de Bcl-XL en 
las CDs. A y B) Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% 
BSA durante 10 horas para inducir condiciones 
apoptóticas, ya sea en ausencia de estímulo (Control) o 
bien en presencia de A) CCL19 (20 nM) o de B) CCL21 
(20 nM). Pasado este tiempo lisamos las CDs y 
analizamos mediante Western Blot la expresión de Bcl-
XL empleando Abs contra Bcl-XL y contra ERK2 total 
como control de carga. En la parte superior se muestra 
un experimento representativo de 3 realizados. En la 
parte inferior se muestran las gráficas que representan la 
variación en la expresión de Bcl-XL inducida con 
CCL19 A) o con CCL21 B). Los valores mostrados se 
obtuvieron densitometrando los blots de varios 
experimentos y se presentan referidos al nivel de 
expresión de Bcl-XL en las CDs control. (La gráfica 
representa la media ± SEM de 3 experimentos 
realizados, *p<0,05). 
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 También se ha descrito que FoxO es un factor de transcripción pro-apoptótico en 
CDs y que regula la expresión de Bim, un miembro pro-apoptótico de la familia Bcl-2 
(Dijkers et al. 2000; Riol-Blanco et al. 2009). Anteriormente en este trabajo demostramos que 
CCR7 puede regular el estado de fosforilación y la localización nuclear de FoxO (Figura 
19 y 21). A continuación nos planteamos si este efecto se refleja sobre la expresión de 
Bim. Para determinar si este es el caso mantuvimos las CDs 10 horas en RPMI 0,1% 
BSA en presencia o ausencia de CCL19 y CCL21, pasado este tiempo lisamos las 
células y analizamos el nivel de expresión de Bim mediante Western Blot. Observamos 
que la activación de CCR7 tanto con CCL19 (Figura 32A) como con CCL21 (Figura 32B) 
produce una reducción significativa en el nivel de expresión de Bim, indicando una 
menor actividad de los factores de transcripción de la familia FoxO, lo cual apoya 
resultados previos que mostraban que CCR7 induce la traslocación de FoxO al 
citoplasma. 
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Figura 32. La estimulación con CCL19 o CCL21 
produce una reducción en la expresión de Bim en las 
CDs. A y B) Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA 
durante 10 horas para inducir condiciones apoptóticas, 
ya sea en ausencia de estímulo (Control) o bien en 
presencia de A) CCL19 (20 nM) o de B) CCL21 (20 
nM). Pasado este tiempo lisamos las CDs y analizamos 
mediante Western Blot la expresión de Bim empleando 
Abs contra Bim y contra ERK2 total como control de 
carga. En la parte superior se muestra un experimento 
representativo de 3 realizados. En la parte inferior se 
muestran las gráficas que representan la variación en la 
expresión de Bim inducida con CCL19 A) o con CCL21 
B). Los valores mostrados se obtuvieron 
densitometrando los blots de varios experimentos y se 
presentan referidos al nivel de expresión de Bim en las 
CDs control. (La gráfica representa la media ± SEM de 
3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
 En conjuntos estos resultados indican que el efecto pro-supervivencia de CCR7 
puede ser debido, al menos en parte, a que altera el balance entre miembros pro- o anti-
apoptóticos de la familia Bcl-2. Los resultados apoyan un modelo en el cual CCR7 
activa la quinasa Akt1. Esta molécula activa por un lado NF-κB, como se describió 
anteriormente (Sanchez-Sanchez et al. 2004), y por otro lado fosforila e inhibe FoxO 
sacándolo del núcleo (Figura 19 y 21). De este modo CCR7 altera el balance entre la 
expresión de miembros pro- y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2, ya que la activación 
de NF-κB produce un aumento en la expresión de Bcl-XL, que es un miembro pro-
supervivencia de la familia Bcl-2, y la inhibición de FoxO conlleva a una menor 
expresión de Bim, que es pro-apoptótico (Figura 33). En su conjunto todos estos cambios 
inducidos por CCR7 favorecen la supervivencia celular.  
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Figura 33. Modelo de las vías de señalización activadas por CCR7 que regulan la supervivencia de las CDs. La 
estimulación de las CDs con CCL19 o CCL21 induce la activación Akt1, esta quinasa regula la supervivencia de las 
CDs porque modula la actividad de múltiples moléculas efectoras implicadas en apoptosis. Entre ellas destacamos el 
efecto de Akt1 sobre la activación de la vía de NF-κB que conduce a un aumento en la expresión de Bcl-XL, un 
miembro pro-supervivencia de la familia Bcl-2. Por otro lado, la forma activa de Akt1 fosforila factores de 
transcripción de la familia FoxO creando sitios de unión para las proteínas 14-3-3, que se asocian a éstos y los 
retienen en el citoplasma impidiendo su actividad transcripcional y, por tanto, reduciendo la expresión de genes pro-
apoptóticos como Bim. 
 
E.  GSK3β regula la vía de NFκB en CDs  
 
E.1  La inhibición de GSK3 altera la localización de NF-κB regulando el 
nivel de IκB  
 
 En este trabajo hemos definido a GSK3 como una molécula pro-apoptótica en 
CDs cuya actividad puede ser regulada por CCR7. Sin embargo, hasta el momento 
desconocemos las moléculas efectoras de GSK3 que participan en el proceso de 
apoptosis. Dado que se ha descrito que GSK3 puede regular la actividad de NF-κB 
(Hoeflich et al. 2000) y que NF-κB es un factor de transcripción cuya actividad ha sido 
relacionada con el aumento en la supervivencia de las CDs inducido por CCR7 (Sanchez-
Sanchez et al. 2004), nos planteamos analizar el efecto que tiene GSK3 sobre NF-κB en 
CDs. Como mencionamos anteriormente GSK3 puede ser una molécula pro- o anti-
apoptótica dependiendo del contexto celular y del estímulo apoptótico (Schwabe et al. 
2002; Sanchez et al. 2003; Beurel et al. 2006). De un modo similar se ha descrito que GSK3 
puede actuar activando o inhibiendo la vía de NF-κB (Hoeflich et al. 2000; Sanchez et al. 
2003), lo que hace del papel de GSK3 en la activación de la vía de NF-κB un tema 
bastante controvertido. Se han propuesto múltiples mecanismos mediante los cuales 
GSK3 puede regular la actividad de NF-κB tanto positiva como negativamente. 
Algunos autores sostienen que GSK3 regula la localización nuclear de NF-κB, ya sea 
actuando sobre IKK, IκB, p65 o incluso sobre precursores de NF-κB como p105 
(Demarchi et al. 2003; Sanchez et al. 2003; Buss et al. 2004; Rao et al. 2004; Wilson et al. 2008). Sin 
embargo, otros autores sostienen que GSK3 no altera la localización nuclear de NF-κB, 
sino que regula su actividad afectando a su capacidad de unión a DNA, su asociación 
con otros reguladores transcripcionales o alterando el efecto de NF-κB sobre 
promotores concretos (Schwabe et al. 2002; Martin et al. 2005; Ougolkov et al. 2005; Steinbrecher et 
al. 2005; Ougolkov et al. 2007).  
 
 
 
62 
 
RESULTADOS 
 
 
 
Figura 34. La inhibición de GSK3 aumenta la traslocación al núcleo de NF-κB. A) Las CDs fueron 
nucleofectadas con pGFP o p65-GFP, 15-18 horas después de la transfección recogimos las células y las mantuvimos 
90 minutos en RPMI 0,1% BSA en presencia de NaCl (Control) o de LiCl, para inhibir GSK3 (ambos a 20 mM). 
Además empleamos CDs mantenidas en RPMI 10% FCS como control de supervivencia. Pasado el tiempo indicado 
las CDs se colocaron sobre cubreobjetos recubiertos con PLL y se procesaron para inmunofluorescencia realizando la 
tinción con Hoechst 33342 para poder identificar el núcleo celular y determinar si la GFP se localiza en el núcleo o en 
el citoplasma. (i) Se muestran imágenes representativas de CDs tratadas con NaCl o LiCl y (ii) una gráfica que 
representa el porcentaje de CDs que presentan GFP localizada en el núcleo referido al porcentaje obtenido en las CDs 
control. (La gráfica representa la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). B) Las CDs fueron 
nucleofectadas con pcDNA o con GSK3β-CA. 14-16 horas después de la transfección seguimos el protocolo de 
fraccionamiento nuclear (ver materiales y métodos) y analizamos mediante Western Blot la localización de p65 en la 
fracción nuclear y citoplasmática de las CDs nucleofectadas, empleando Ab contra p65, contra LDH como control del 
fraccionamiento y contra α-Tubulina como control de carga (i). La expresión de GSK3β-CA se confirmó realizando 
un Western Blot con Abs contra GSK3β total y contra α-Tubulina como control de carga (ii). (Se muestra un 
experimento representativo de 3 realizados).  
 
 Dada la controversia existente sobre si GSK3 puede regular o no la localización 
nuclear de NF-κB, y puesto que no hay información previa sobre si GSK3 regula o no la 
actividad de NF-κB en CDs, nos decidimos a analizar en primer lugar si GSK3 afecta a 
la traslocación de NF-κB al núcleo en condiciones pro-apoptóticas. Para ello 
nucleofectamos las CDs con una construcción que codifica la subunidad p65 de NF-κB 
fusionada a la proteína verde fluorescente (p65-GFP). Este procedimiento nos permite 
determinar la localización de p65 de una manera sencilla observando si la GFP se 
encuentra concentrada en el núcleo celular o si se encuentra localizada principalmente 
en el citoplasma (Figura 34A). Como control las CDs fueron nucleofectadas con un 
plásmido que codifica para GFP (pGFP). Para determinar el efecto de GSK3 sobre la 
localización de p65 las CDs nucleofectadas con las construcciones descritas 
anteriormente fueron mantenidas durante 6 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia de 
LiCl (para evaluar el papel de GSK3) o de NaCl (como control). Además empleamos 
CDs mantenidas RPMI 10% FCS como control de factores que inducen supervivencia 
celular. Los resultados obtenidos muestran que la localización del plásmido control, 
pGFP, que localiza predominantemente en el citosol, no se ve alterada con los distintos 
tratamientos empleados. Sin embargo, sí se producen cambios en la localización de la 
proteína de fusión p65-GFP (Figura 34A). Observamos que la presencia de FCS aumenta 
el porcentaje de CDs que tienen la subunidad p65-GFP localizada en el núcleo con 
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respecto a las CDs control (Figura 34A), lo cual es lo esperado dado que el suero contiene 
factores pro-supervivencia que activan NF-κB. Como se observa en la Figura 34A el 
tratamiento con LiCl tiene un efecto similar al del suero, aumentado la localización 
nuclear de p65. Este resultado indica que GSK3 puede regular la localización de p65 en 
CDs y que, por tanto, podría estar regulando la actividad de NF-κB a través del control 
de la localización de este factor. Además los resultados muestran que la inhibición de 
GSK3 produciría la activación de NF-κB, como cabe esperar teniendo en cuenta que 
NF-κB es un factor de transcripción pro-supervivencia y, sin embargo, GSK3 es una 
quinasa pro-apoptótica. Para confirmar que realmente GSK3 es capaz de regular la 
traslocación al núcleo de NF-κB empleamos una aproximación experimental diferente a 
la anterior. Nucleofectamos una forma constitutivamente activa de GSK3β (GSK3β-
CA) para comprobar si un aumento en la actividad de GSK3 reduciría la presencia de 
p65 en el núcleo, que sería el resultado esperado si nuestra hipótesis de que la inhibición 
de GSK3 favorece la traslocación de NF-κB al núcleo es cierta. Por tanto, 
nucleofectamos las CDs con GSK3β-CA o pcDNA como control, y 18 horas después 
realizamos experimentos de fraccionamiento subcelular, para separar las fracciones 
proteicas de núcleo y citoplasma, y analizamos mediante Western Blot el nivel de p65 
en ambas fracciones. Realizamos el inmunoblot también para LDH (Láctico 
DesHidrogenasa), que es una proteína de localización citosólica que empleamos como 
control de que no existe contaminación citosólica en la fracción nuclear en ninguna de 
las muestras (Figura 34B), y para tubulina como control de carga. Los resultados muestran 
que la expresión de GSK3β-CA conlleva a una disminución del nivel de p65 nuclear 
(Figura 34B). La densitometría de este experimento indica una reducción del 25% de p65 
nuclear en CDs que expresan GSK3β-CA con respecto a las CDs control, lo cual es una 
reducción considerable teniendo en cuenta el bajo nivel de expresión de GSK3β-CA 
obtenido en este experimento. En la Figura 34B se muestra un experimento representativo 
de tres realizados en los cuales la media obtenida en la reducción de p65 nuclear en CDs 
que expresan GSK3β-CA es de un 30%.  
 Estos resultados demuestran que si GSK3β se encuentra activa, como ocurre en 
condiciones pro-apoptóticas en las CDs, uno de los efectos de esta quinasa es impedir 
que NF-κB se transporte al núcleo. Sin embargo, en presencia de algún estímulo pro-
supervivencia, como son CCL19 o CCL21, GSK3β es fosforilada en el residuo de Ser9 
y, por tanto, inhibida, lo cual favorece la traslocación al núcleo de NF-κB, donde actúa 
transcribiendo genes pro-supervivencia. Por tanto podemos concluir que en CDs 
GSK3β puede regular la localización de NF-κB aunque desconocemos el mecanismo 
empleado.  
Hasta el momento se han propuesto diversos mecanismos que pueden regular la 
traslocación de NF-κB al núcleo. Algunos implican la degradación de IκB ya sea 
afectando a la actividad de IKK o a través de otras vías de señalización (Sanchez et al. 
2003; Rao et al. 2004; Wilson et al. 2008), mientras que otros proponen que GSK3 regula 
directamente por fosforilación p65 e incluso precursores de NF-κB como p105 (Demarchi 
et al. 2003; Buss et al. 2004). La vía clásica que induce la traslocación de p65 al núcleo se 
produce mediante la fosforilación y posterior degración de IκB, esta proteína se asocia a 
p65 reteniéndolo en el citoplasma e inhibiendo su actividad. Cuando se degrada IκB p65 
queda libre y puede ser transportado al núcleo donde ejerce su actividad transcripcional 
(Karin et al. 2000). Por esta razón testamos en primer lugar si la inhibición de GSK3 tiene 
alguna consecuencia sobre la degradación de IκB. Para ello las CDs fueron tratadas con 
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tres inhibidores diferentes de GSK3 y mantenidas en RPMI 0,1% BSA durante dos 
horas, tras lo cual se lisaron y analizamos el nivel de IκB mediante Western Blot. 
Observamos que en presencia de los distintos inhibidores de GSK3 el nivel de IκB es 
menor que en el control (Figura 35). Esta reducción en el nivel de IκB puede explicar que 
cuando GSK3 se encuentre inhibida observemos más p65 en el núcleo. Sin embargo, si 
GSK3 está activa, esta quinasa estabiliza el nivel de IκB impidiendo que p65 sea 
transportado al núcleo.  
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Figura 35. La inhibición de GSK3 produce una reducción en el nivel de IκB 
en las CDs. Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 90 minutos con 
tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), Inhibidor IX (4 μM) o AR-
A014418 (10 μM), o bien sin tratamiento como control. A continuación se lisaron 
y analizamos mediante Western Blot el nivel de IκB empleando Abs contra IκB y 
contra ERK2 total como control de carga. En la parte superior se muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. En la parte inferior se muestran las 
gráficas que representan la variación en el nivel de IκB en CDs tratadas con los 
inhibidores de GSK3 referidos al nivel de expresión de IκB en las CDs control. 
Los valores se obtuvieron densitometrando los blots de varios experimentos. (La 
gráfica representa la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
 
En la vía de activación clásica de NF-κB, se activa el complejo IKK que 
fosforila a IκB favoreciendo su degradación. En las CDs se ha descrito que la 
estimulación con CCL19 y CCL21 induce degradación de IκB y que este proceso es 
dependiente de la activación de PI3K/Akt1 (Sanchez-Sanchez et al. 2004). Dado que en este 
trabajo intentamos caracterizar mejor los mecanismos por los cuales CCR7 regula la 
supervivencia de las CDs y la implicación de GSK3 en este proceso, y puesto que la vía 
clásica para la degradación de IκB requiere la activación del complejo IKK (Karin et al. 
2000), decidimos testar si la estimulación con CCL19/CCL21 puede activar IKK.  
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Figura 36. La estimulación con CCL19 o CCL21 activa el complejo 
IKK, y esta activación es independiente de la actividad de Akt1 o de 
GSK3. A) Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 30 minutos, 
tras lo cual fueron estimuladas con CCL19 o CCL21 (20 nM) durante los 
tiempos indicados. Posteriormente lisamos las CDs y analizamos el nivel de 
fosforilación de IKK empleando Abs específicos contra fosfo-IKKα 
(Ser176/180) y contra Pyk2 como control de carga. B) Mantuvimos las CDs 
en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora en presencia de un inhibidor específico 
de Akt1/2 (5 μM), de LiCl (20 mM) o sin tratamiento (Control). Pasado 
este tiempo estimulamos las CDs con CCL19 (20 nM) durante 15 minutos 
las lisamos para analizar por Western Blot la fosforilación de IKKα, 
empleando Abs específicos contra fosfo-IKKα (Ser176/180) y contra Pyk2 
como control de carga. (Se muestra un experimento representativo de 3 
realizados). 
 
Observamos que la activación de CCR7 tanto con CCL19 como con CCL21 
produce un aumento en la fosforilación de IKKα en Ser176/180 (Figura 36A), residuos 
que necesitan estar fosforilados para que IKKα sea activa (Hacker et al. 2006). Además 
intentamos determinar si Akt1, cuya actividad es necesaria para que se degrade IκB 
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(Sanchez-Sanchez et al. 2004), o GSK3 están implicadas en la vía de señalización que activa 
IKKα a través de CCR7. Para ello las CDs fueron tratadas con un inhibidor específico 
para Akt1 o con LiCl, para inhibir GSK3, posteriormente se estimularon con CCL19, se 
lisaron y analizamos el estado de fosforilación de IKKα mediante Western Blot. 
Observamos que CCL19 produce un aumento en la fosforilación de IKKα, y que este 
incremento en el estado de fosforilación no se encuentra inhibido en CDs tratadas con el 
inhibidor de Akt1 ni con LiCl (Figura 36B). No obstante no podemos descartar que 
realmente ni Akt1 ni GSK3 estén implicadas en la activación de IKK, ya que uno de los 
mecanismos por los que se ha descrito que GSK3 puede regular la actividad de IKK es 
compitiendo con las subunidades IKKα/β por la unión a IKKγ (Sanchez et al. 2003), que es 
la subunidad reguladora del complejo IKK. Mediante esta competición GSK3 es capaz 
de inhibir la actividad de IKK sin afectar al estado de fosforilación de IKKα/β. En 
resumen, no podemos descartar la existencia de otros mecanismos de regulación que no 
impliquen cambio en el estado de fosforilación de IKKα/β que es lo único que hemos 
analizado hasta el momento.  
 
E.2  Los inhibidores de GSK3 producen un aumento en la expresión de 
Bcl-XL  
 
 Anteriormente demostramos que el aumento de p65 nuclear observado tras la 
estimulación con CCL19 o CCL21 se ve reflejado en un aumento en la transcripción de 
genes pro-supervivencia como Bcl-XL. Dado que la expresión de estos genes determina 
que NF-κB sea un factor pro-supervivencia y puesto que se ha descrito que GSK3 puede 
regular la actividad de NF-κB sobre promotores específicos (Steinbrecher et al. 2005; 
Ougolkov et al. 2007), decidimos comprobar si la inhibición de GSK3 afecta a la expresión 
de Bcl-XL y no sólo a la traslocación de p65. Para ello mantuvimos las CDs durante 10 
horas en RPMI 0,1% BSA en presencia o ausencia de los inhibidores de GSK3. Pasado 
este tiempo las células se lisaron y analizamos el nivel de expresión de Bcl-XL 
mediante Western Blot. Observamos que los tres inhibidores de GSK3 inducen un 
aumento significativo en la expresión de Bcl-XL (Figura 37), tal como se espera teniendo 
en cuenta que el tratamiento con estos agentes aumenta la localización de p65 en el 
núcleo y favorece la supervivencia de las CDs. 
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Figura 37. La inhibición de GSK3 produce un aumento en la 
expresión de Bcl-XL en CDs. Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA 
durante 10 horas con tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), 
Inhibidor IX (4 μM) o AR-A014418 (10 μM), o bien sin tratamiento 
como control (Control). A continuación se lisaron y analizamos mediante 
Western Blot el nivel de Bcl-XL empleando Abs contra Bcl-XL y contra 
ERK2 total como control de carga. En la parte superior se muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. En la parte inferior se 
muestra una gráfica que representa la variación en la expresión de Bcl-
XL en CDs tratadas con cada uno de los inhibidores de GSK3 referida al 
nivel de expresión de Bcl-XL en las CDs control. Los valores se 
obtuvieron densitometrando los blots de varios experimentos. (La gráfica 
representa la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
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 Los resultados obtenidos nos permiten sugerir un modelo en el cual en 
condiciones pro-apoptóticas GSK3β se encuentra activa impidiendo que p65 sea 
transportado al núcleo donde podría transcribir genes pro-supervivencia como Bcl-XL. 
En este modelo GSK3β impide la traslocación de p65 estabilizando IκB. Sin embargo, 
desconocemos el mecanismo concreto empleado por GSK3 en CDs para regular la 
estabilidad de IκB (Figura 38). Una posibilidad es que esté inhibiendo la actividad del 
complejo IKK compitiendo con IKKα/β por la unión a IKKγ, mecanismo que ha sido 
descrito previamente en otros sistemas celulares (Sanchez et al. 2003). La presencia de 
factores pro-supervivencia como CCL19 o CCL21 induciría la activación de Akt1 y, por 
tanto, la inhibición de GSK3β (Figura 38) que liberaría a IKKγ. Por tanto, la inhibición de 
GSK3β contribuiría a la activación del complejo IKK inducida por CCR7. IKK fosforila 
IκB induciendo su degradación y, como consecuencia, p65 queda libre para ser 
transportado al núcleo donde puede transcribir genes pro-supervivencia como Bcl-XL. 
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Figura 38. Modelo de regulación de la vía de NF-κB ejercida por GSK3β en CDs. En condiciones pro-
apoptóticas GSK3β puede estar inhibiendo una quinasa de IκB, por ejemplo, IKK (A). Un posible mecanismo 
consiste en la interacción de GSK3β con IKKγ, lo cual compite con IKKα/β por la unión a IKKγ y, por tanto, resulta 
en la inhibición del complejo IKK. De este modo IκB se encuentra estabilizado y unido a NF-κB impidiendo su 
traslocación al núcleo (B) y, con ello, la transcripción de genes pro-supervivencia como Bcl-XL (C). En presencia de 
un estímulo pro-supervivencia, CCL19 o CCL21, se produce la activación de Akt (1). Esta quinasa fosforila e inhibe 
GSK3β (2), favoreciendo la activación del complejo IKK porque libera IKKγ (3). La activación de IKK permite que 
se fosforile (4) y se degrade IκB (5), lo cual libera NF-κB que puede ser transportado al núcleo de la célula (6) donde 
transcribe genes pro-supervivencia como Bcl-XL (7). Además la activación de Akt1 puede tener algún efecto directo 
sobre la activación del complejo IKK o sobre el propio IκB, favoreciendo su degradación y activando NF-κB. 
 
F.  GSK3 no regula β-catenina en CDs  
 
 β-catenina es una molécula implicada en múltiples procesos celulares como 
diferenciación celular, proliferación o supervivencia (Malbon 2005). β-catenina regula 
estas funciones porque actúa transactivando factores de transcripción, como TCF (T-cell 
factor) o FoxO, que regulan la expresión de genes implicados en estos procesos. Dada 
su importante función es necesario que la actividad de β-catenina esté estrechamente 
regulada, siendo GSK3 uno de los principales reguladores de la actividad de β-catenina. 
En condiciones basales GSK3 se encuentra activa y fosforila a β-catenina, lo cual 
permite que esta molécula sea ubiquitinada y degradada vía proteasoma. De esta forma 
el nivel de β-catenina se mantiene reducido y no puede transactivar otros factores de 
transcripción. Ante señales que conducen a la fosforilación e inhibición de GSK3 β-
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catenina no es fosforilada y degradada, sino que aumenta su estabilidad. La 
acumulación de β-catenina conlleva a un aumento en el nivel de β-catenina en el 
núcleo, donde puede transactivar factores de transcripción como FoxO (Patel et al. 2004; 
Essers et al. 2005). Puesto que FoxO juega un papel importante en la supervivencia de las 
CDs (Riol-Blanco et al. 2009), β-catenina puede regular la actividad de FoxO y además 
GSK3 regula la actividad de β-catenina, decidimos testar si β-catenina es una de las 
moléculas mediadoras de los efectos pro-apoptóticos de GSK3 en las CDs.  
 
Para determinar si GSK3 regula la actividad de β-catenina inhibimos GSK3 
tratando las CDs con tres inhibidores diferentes o estimulando las células con CCL21 a 
distintos tiempos. Posteriormente analizamos el nivel de β-catenina mediante Western 
Blot. Observamos que ni la estimulación con CCL21 a los tiempos indicados ni el 
tratamiento con los inhibidores de GSK3 durante dos horas aumentó el nivel de β-
catenina en las CDs (Figura 39A). Sin embargo, estos experimentos se realizaron en un 
plazo de tiempo demasiado corto para que las CDs entren en apoptosis y, por tanto, 
pensamos en la posibilidad de que β-catenina pudiera jugar un papel importante en 
condiciones apoptóticas. Por este motivo decidimos realizar experimentos de 
supervivencia celular manteniendo las CDs en RPMI 0,1% BSA durante 24 horas para 
inducir apoptosis, en presencia de LiCl (para inhibir GSK3), de CCL19 (para 
determinar el papel de CCR7), o de FCS (como control de supervivencia), y analizamos 
el nivel de β-catenina mediante Western Blot. Los resultados muestran que en estas 
condiciones tampoco varía el nivel de β-catenina, ni siquiera en las CDs tratadas con 
LiCl (Figura 39B).  
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Figura 39. La inhibición de GSK3 en las CDs no afecta a la estabilidad de β-catenina. A) Mantuvimos las CDs 
en RPMI 0,1% BSA durante 1 hora con tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), Inhibidor IX (4 μM) o 
AR-A014418 (10 μM), o bien sin tratamiento como control. Además CDs que no habían sido tratadas fueron 
estimuladas con CCL21 (20 nM) durante los tiempos indicados. A continuación se lisaron y analizamos mediante 
Western Blot el nivel de β-catenina empleando Abs contra β-catenina y contra FoxO3 total como control de carga. B) 
Realizamos ensayos de apoptosis de CDs en presencia de CCL19 (20 nM), de LiCl (20 mM) para inhibir GSK3, de 
10% FCS como control de supervivencia o bien de CDs sin tratamiento como control de apoptosis. Para inducir 
apoptosis las CDs se mantuvieron en RPMI 0,1% BSA conlos tratamientos mencionados anteriormente durante 24 
horas. A continuación se lisaron y analizamos mediante Western Blot el nivel de β-catenina empleando Abs contra β-
catenina y contra GSK3β total como control de carga. (Se muestra un experimento representativo de 3 realizados). 
  
En su conjunto estos resultados indican que GSK3 no regula la actividad de β-
catenina en las CDs maduras. El hecho de que la inhibición de GSK3 no resulte en un 
aumento en el nivel de β-catenina puede resultar sorprendente. Sin embargo, ya ha sido 
descrito en cultivos de células primarias o no transformadas, en los cuales deben existir 
otros mecanismos alternativos que permitan regular la actividad de β-catenina (Topol et 
al. 2003; Steinbrecher et al. 2005). Este resultado es considerablemente importante dado que 
se ha descrito que la acumulación de β-catenina inhibe la actividad de NF-κB (Deng et al. 
2002). De inducir la estimulación de CCR7 la acumulación de β-catenina, esto sugeriría 
que este receptor quimiotáctico debería inhibir la actividad de NF-κB en lugar de 
activarla como demostramos anteriormente. Además β-catenina aumenta la actividad 
transcripcional de FoxO (Essers et al. 2005), que es una molécula pro-apoptótica en CDs. 
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En su conjunto el aumento de β-catenina debería tener un efecto pro-apoptótico en CDs 
ya que disminuiría la actividad de NF-κB y aumentaría la actividad de FoxO. Por tanto, 
que ni CCR7 ni GSK3 regulen la actividad de β-catenina en CDs está en línea con los 
resultados mostrados anteriormente. 
 
G. GSK3β regula la actividad de FOXO en CDs  
 
G.1  La actividad de GSK3β regula la localización de FOXO1/3 en CDs  
 
 FoxO es un factor de transcripción pro-apoptótico en las CDs y su actividad 
puede ser regulada por CCR7. Puesto que GSK3, que también es una molécula pro-
apoptótica, es regulada por CCR7 y no existe información previa en la bibliografía 
acerca de si GSK3 puede regular factores de transcripción de la familia de FoxO, 
analizamos si GSK3 pudiera regular la actividad de FoxO. Uno de los principales 
mecanismos de control de la actividad de FoxO consiste en la regulación de su 
localización. Como se mencionó anteriormente, en condiciones apoptóticas FoxO 
localiza en el núcleo donde puede transcribir genes pro-apoptóticos como Bim. En 
presencia de un estímulo de supervivencia FoxO es excluido del núcleo y mantenido en 
el citoplasma mediante su asociación con las proteínas 14-3-3 (Figura 7) (Brunet et al. 1999; 
Brunet et al. 2002). Puesto que la localización es un mecanismo básico de regulación de 
estos factores de transcripción decidimos analizar si la inhibición de GSK3 altera la 
localización de FoxO. Para este fin nucleofectamos las CDs con una construcción que 
codifica para el factor de transcripción FoxO1 fusionado a GFP (FoxO1-GFP), lo cual 
nos permite determinar la localización de FoxO1 observando simplemente si la GFP se 
encuentra concentrada en el núcleo celular o si se encuentra localizada principalmente 
en el citoplasma (Figura 40). Empleamos CDs nucleofectadas con el plásmido pGFP 
como control, y observamos que la localización de GFP es principalmente 
citoplasmática. Para determinar el efecto de GSK3 sobre la localización de FoxO1 las 
CDs nucleofectadas con pGFP o FoxO1-GFP se mantuvieron 6 horas en RPMI 0,1% 
BSA para inducir apoptosis, en presencia de LiCl (para evaluar el papel de GSK3) o de 
NaCl (como control). Además empleamos CDs mantenidas RPMI 10% FCS como 
control de  supervivencia celular. Los resultados muestran que la localización del 
plásmido control, pGFP, no se encuentra alterada con los distintos tratamientos 
empleados. Sin embargo observamos que la presencia de FCS disminuye el porcentaje 
de CDs que presentan una localización nuclear de FoxO1-GFP con respecto a las CDs 
control (Figura 40), lo cual es un buen control dado que el suero contiene factores pro-
supervivencia que inhiben factores de transcripción de la familia FoxO. El tratamiento 
con LiCl tiene un efecto similar al del suero, reduciendo la localización nuclear de 
FoxO1. Estos resultados están en línea con el concepto de que la inhibición de GSK3 
aumenta la supervivencia celular, puesto que este efecto sobre la localización de FoxO1 
produciría una inhibición en la actividad pro-apoptótica de estos factores de 
transcripción.  
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Figura 40. La inhibición de GSK3 aumenta la traslocación al citoplasma de FoxO1-GFP. Las CDs fueron 
nucleofectadas con pGFP o FoxO1-GFP, 15-18 horas después de la transfección recogimos las células y las 
mantuvimos 3 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia de NaCl (Control) o de LiCl, para inhibir GSK3 (ambos a 20 
mM). Además empleamos CDs mantenidas en RPMI 10% FCS como control de supervivencia. Pasado el tiempo 
indicado a las CDs se les permitió adherirse sobre cubreobjetos recubiertos con PLL. Posteriormente, se procesaron 
para inmunofluorescencia realizando la tinción con Hoechst 33342 para poder identificar el núcleo celular y 
determinar la localización nuclear o citoplasmática de GFP. A la izquierda se muestran imágenes representativas de 
CDs tratadas con NaCl o LiCl y a la derecha una gráfica que representa el porcentaje de CDs que presentan GFP 
localizada en el núcleo referido al porcentaje obtenido en las CDs control. (La gráfica representa la media ± SEM de 
3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
Para confirmar que GSK3 regula la traslocación al citoplasma de FoxO1 
mantuvimos las CDs durante 6 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia de LiCl, de 
NaCl o de 10% FCS, usado como control de supervivencia. Pasado este tiempo 
separamos las fracciones proteicas de núcleo y citoplasma y analizamos el nivel de 
FoxO1 en ambas fracciones mediante Western Blot. Los resultados muestran una 
reducción clara en el nivel de FoxO1 en núcleo tanto en CDs tratadas con 10% FCS 
como con LiCl cuando son comparadas con las CDs de control, que fueron tratadas con 
NaCl (Figura 41). La densitometría de los experimentos realizados muestra una reducción 
media de un 30-40% en el nivel de FoxO1 nuclear en CDs tratadas con LiCl con 
respecto a las que fueron tratadas con NaCl (Figura 41). 
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Figura 41. La inhibición de GSK3 reduce la traslocación al núcleo 
de FoxO1 en condiciones pro-apoptóticas. Mantuvimos las CDs en 
RPMI 0,1% BSA durante 5-6 horas para inducir condiciones 
apoptóticas en las cuales FoxO se encuentre en el núcleo, ya sea en 
presencia de NaCl (Control), LiCl para inhibir GSK3 (ambos a 20 
mM) o bien en presencia de 10% FCS como control de supervivencia. 
Pasado este tiempo seguimos el protocolo de fraccionamiento nuclear 
(ver Materiales y Métodos) y analizamos mediante Western Blot la 
localización de FoxO1 en la fracción nuclear y citoplasmática de CDs 
con los diferentes tratamientos descritos. Para ello empleamos Abs 
contra FoxO1 y contra α-Tubulina como control de carga. En la parte 
superior se muestra un experimento representativo de 3 realizados. En 
la parte inferior se muestran las gráficas que representan la variación 
en la localización nuclear de FoxO1 producida por los tratamientos 
con LiCl o con FCS, los valores mostrados se obtuvieron 
densitometrando los blots de varios experimentos y, en todos los 
casos, se encuentran referidos al nivel de FoxO1 nuclear en las CDs 
mantenidas con NaCl. (La gráfica representa la media ± SEM de 3 
experimentos realizados, *p<0,05). 
RESULTADOS 
 Puesto que anteriormente demostramos que la principal isoforma de GSK3 que 
regula la supervivencia de las CDs es GSK3β y dado que el LiCl inhibe tanto GSK3α 
como GSK3β, decidimos nucleofectar las CDs con la construcción de GSK3β-CA y 
analizar su efecto sobre la localización de FoxO para determinar si, en efecto, es GSK3β 
la isoforma implicada en la regulación de estos factores de transcripción. Además en 
estos experimentos analizamos el efecto que ejerce la forma activa de GSK3β sobre 
FoxO1 y FoxO3 con el objetivo de clarificar si GSK3β regula específicamente a FoxO1 
o puede afectar a la localización de otros miembros de la familia FoxO, como FoxO3. 
Los resultados muestran que la expresión de GSK3β-CA produce un aumento 
significativo en el nivel nuclear tanto de FoxO1 como de FoxO3 (Figura 42A y B). La 
densitometría de los experimentos realizados indica que el nivel nuclear tanto de FoxO1 
como de FoxO3 aumenta aproximadamente 1,5 veces en las CDs que expresan GSK3β-
CA con respecto a las CDs que fueron nucleofectadas con pcDNA. Estos resultados 
confirman que la inhibición de GSK3 reduce el nivel de FoxO1 nuclear y que es GSK3β 
la isoforma implicada en regular la localización de FoxO1. Además demuestran que 
GSK3β regula la localización tanto de FoxO1 como de FoxO3.  
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Figura 42. GSK3β es la isoforma implicada en regular la localización tanto de FoxO1 como de FoxO3 en CDs. 
A) Las CDs fueron nucleofectadas con pcDNA o con GSK3β-CA. 14-16 horas después de la transfección seguimos 
el protocolo de fraccionamiento nuclear (ver Materiales y Métodos) y analizamos mediante Western Blot la 
localización de FoxO3 en la fracción nuclear y citoplasmática de las CDs nucleofectadas. Para ello empleamos Abs 
contra FoxO3 total, contra LDH como control del fraccionamiento y contra α-Tubulina como control de carga. La 
expresión de GSK3β-CA se confirmó realizando un Western Blot con Abs contra GSK3β total y contra α-Tubulina 
como control de carga (parte inferior de la figura). B) Las CDs se nucleofectaron con pcDNA o con GSK3β-CA. 14-
16 horas después de la transfección seguimos el protocolo de fraccionamiento nuclear y analizamos mediante 
Western Blot la localización de FoxO1 en la fracción nuclear y citoplasmática de las CDs nucleofectadas empleando 
Abs contra FoxO1 total, contra LDH y contra α-Tubulina. La expresión de GSK3β-CA se confirmó realizando un 
Western Blot con Abs contra GSK3β total y contra α-Tubulina (parte inferior de la figura). C) Las CDs fueron 
nucleofectadas con un siRNA específico para reducir la expresión de GSK3β o con un siRNA control. 36-48 horas 
después de la transfección recogimos las CDs y las mantuvimos en RPMI 0,1% BSA durante 6 horas, tras lo cual 
seguimos el protocolo de fraccionamiento nuclear (ver Materiales y Métodos) para analizar mediante Western Blot la 
localización de FoxO3 en la fracción nuclear y citoplasmática de las CDs nucleofectadas. Empleamos Abs contra 
FoxO3 total, contra LDH como control del fraccionamiento y contra α-Tubulina como control de carga. La reducción 
en la expresión de GSK3β se confirmó realizando un Western Blot con Abs contra GSK3β total y contra α-Tubulina 
como control de carga (parte inferior de la figura). (Se muestran experimentos representativos de 3 realizados para 
cada apartado de la figura). 
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También quisimos validar el efecto de GSK3β sobre FoxO3 empleando un 
siRNA específico para reducir la expresión de GSK3β y realizando a continuación un 
fraccionamiento subcelular para ver la localización de FoxO3. Comprobamos que, al 
igual que ocurría con el LiCl, la reducción de la expresión de GSK3β produjo una 
reducción significativa en la localización nuclear de FoxO, en este caso de FoxO3 
(Figura 42C). La densitometría de los experimentos realizados con siRNA para GSK3β 
muestra una reducción media de un 40% en el nivel de FoxO3 nuclear, un porcentaje 
similar al obtenido con LiCl para FoxO1 y que, por tanto, corrobora el concepto de que 
la isoforma de GSK3 implicada en la regulación de la localización de FoxO es GSK3β.  
 
 En resumen, los resultados anteriores muestran que GSK3β puede regular la 
localización de factores de transcripción de la familia FoxO. Esta regulación se produce 
de modo que cuando GSK3β se encuentra activa contribuye a incrementar la 
localización de FoxO en el núcleo, donde  actúa como un factor de transcripción pro-
apoptótico. Por el contrario, si se bloquea GSK3β se facilita la traslocación de FoxO al 
citoplasma, donde se mantendrá inhibido.  
 
G.2  La inhibición de GSK3 produce una disminución en la expresión de 
Bim 
 
 Los resultados anteriores muestran que la inhibición de GSK3 contribuye a 
reducir el nivel de FoxO nuclear. Uno de los mecanismos por los cuales los inhibidores 
de GSK3 aumentan la supervivencia puede consistir en bloquear la actividad 
transcripcional de FoxO y, como consecuencia, reducir la expresión de genes pro-
apoptóticos como Bim. Para testar esta posibilidad en las CDs, mantuvimos las células 
durante 10 horas en RPMI 0,1% BSA en presencia o ausencia de tres inhibidores 
diferentes de GSK3. Pasado este tiempo las células se lisaron y analizamos el nivel de 
expresión de Bim mediante Western Blot. Observamos que el tratamiento con todos los 
inhibidores de GSK3 empleados produce una disminución significativa en la expresión 
de Bim (Figura 43), acorde con el efecto que estos compuestos ejercen reduciendo la 
localización nuclear de FoxO y favoreciendo la supervivencia de las CDs. La 
densitometría de los experimentos realizados indica que la disminución en la expresión 
de Bim obtenida con los tres inhibidores es muy similar, siendo la reducción media de 
un 30-40% respecto al control.  
 
 
 
 
 
Figura 43. La inhibición de GSK3 produce una disminución en la 
expresión de Bim en CDs. Mantuvimos las CDs en RPMI 0,1% BSA 
durante 10 horas con tres inhibidores diferentes de GSK3, LiCl (20 mM), 
Inhibidor IX (4 μM) o AR-A014418 (10 μM), o bien sin tratamiento como 
control (Control). A continuación se lisaron y analizamos mediante 
Western Blot el nivel de Bim empleando Abs contra Bim y contra GSK3β 
total como control de carga. En la parte superior se muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. En la parte inferior se muestra 
una gráfica que representa la variación en la expresión de Bim en CDs 
tratadas con cada uno los inhibidores de GSK3 referida al nivel de 
expresión de Bim en las CDs control. Los valores se obtuvieron 
densitometrando los blots de varios experimentos. (La gráfica representa 
la media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
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G.3 GSK3β y FOXO3 interaccionan en CDs 
 
 Hasta el momento hemos demostrado que la inhibición de GSK3 disminuye la 
localización nuclear de FoxO y que este efecto se refleja en una menor actividad 
transcripcional que tiene como consecuencia la reducción en la expresión de genes pro-
apoptóticos regulados por FoxO, como Bim. Sin embargo, desconocemos los 
mecanismos por los cuales GSK3 regula la localización de FoxO. Puesto que no existe 
mucha información previa en la literatura, decidimos analizar las secuencias tanto de 
FoxO1 como de FoxO3 para identificar potenciales dianas de fosforilación de GSK3. 
Esta quinasa fosforila residuos de Serina o Treonina separados por tres aminoácidos 
cualquiera, es decir, S/TxxxS/T, donde x representa cualquier aminoácido. Además la 
actividad de GSK3 sobre sus sustratos es mayor cuando éstos se encuentran “primados”, 
es decir, cuando el primer residuo de S/T ha sido previamente fosforilado por otra 
quinasa, siendo la secuencia por la que GSK3 tiene mayor afinidad pS/TxxxS/T. Este 
cambio en la afinidad por sus sustratos según hayan sido o no primados proporciona un 
mecanismo de regulación adicional de la actividad de GSK3 (Jope et al. 2004). Al analizar 
la secuencia de FoxO1 y FoxO3 hallamos que ambas moléculas presentan varias dianas 
potencialmente fosforilables por GSK3 (residuos de Ser o Thr marcados en rojo en la 
Figura 44), lo cual ofrece la posibilidad de que FoxO sea un sustrato de GSK3. 
 
 FoxO3A
: RSxpS/TxP   RxxxpS/TxP
: S/TxxxpS/T
FoxO1A
MAEAPASPAP LSPLEVELDP EFEPQSRPR S CTWPLQRPEL QASPAKPSGE TAADSMIPEE
EDDEDDEDGG GRAGSAMAIG GGGGSGTLGS GLLLEDSARV LAPGGQDPGS GPATAAGGLS
GGTQALLQPQ QPLPPPQPGA AGGSGQPRKC SSRRNAWGNL SYADLITRAI ESSPDKRLTL
SQIYEWMVRC VPYFKDKGDS NSSAGWKNSI RHNLSLHSRF MRVQNEGTGK S SWWIINPDG
GKSGKAPRRR AVSMDNSNKY TKSRGRAAKK KAALQTAPES ADDSPSQLSK WPGSPTSRSS
DELDAWTDFR SRTNSNASTV SGRLSPIMAS TELDEVQDDD APLSPMLYSS SA SLSPSVSK
PCTVELPRLT DMAGTMNLND GLTENLMDDL LDNITLPP SQ PSPTGGLMQR SSSFPYTTKG
SGLGSPTSSF NSTVFGPSSL NSLRQSPMQT IQENKPATFS SMSHYGNQTL QDLLTSDSL S
HSDVMMTQSD PLMSQASTAV SAQNSRRNVM LRNDPMMSFA AQPNQGSLVN QNLLHHQHQT
QGALGGSRAL SNSVSNMGLS ESSSLGSAKH QQQSPVSQSM QTLSDSLSGS SLYSTSANLP
VMGHEKFPSD LDLDMFNGSL ECDMESIIR S ELMDADGLDF NFDSLISTQN VVGLNVGNFT
GAKQASSQSW VPG
MAEAPQVVEI DPDFEPLPRP RSCTWPLPRP EFSQSN SATS SPAPSGSAAA NPDAAAGLPS
ASAAAVSADF MSNLSLLEES EDFPQAPGSV AAAVAAAAAA AATGGLCGDF QGPEAGCLHP
APPQPPPPGP LSQHPPVPPA AAGPLAGQPR KSSSSRRNAW GNLSYADLIT KAIESSAEKR
LTLSQIYEWM VKSVPYFKDK GDSNSSAGWK NSIRHNLSLH SKFIRVQNEG TGKS SWWMLN
PEGGKSGKSP RRRAASMDNN SKFAKSRSRA AKKKASLQSG QEGAGD SPGS QFSKWPASPG
SHSNDDFDNW STFRPRTSSN ASTISGRLSP IMTEQDDLGE GDVHSMVYPP SAAKMASTLP
SLSEISNPEN MENLLDNLNL LSSPTSLTVS TQSSPGTMMQ QTPCYSFAPP NTSLNSPSPN
YQKYTYGQSS MSPLPQMPIQ TLQDNKSSYG GMSQYNCAPG LLKELLTSDS PPHNDIMTPV
DPGVAQPNSR VLGQNVMMGP NSVMSTYGSQ ASHNKMMNPS SHTHPGHAQQ TSAVNGRPLP
HTVSTMPHTS GMNRLTQVKT PVQVPLPHPM QMSALGGYSS VSSCNGYGRM GLLHQEKLPS
DLDGMFIERL DCDMESIIRN DLMDGDTLDF NFDNVLPNQS FPH SVKTTTH SWVSG
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Secuencia de FoxO1 y de FoxO3 
mostrando posibles dianas para GSK3 
(representadas en color rojo) y las secuencias 
reconocidas por las proteínas 14-3-3 
(marcadas por un rectángulo en color azul). La 
zona sombreada delimita el dominio de 
interacción con el DNA. 
 
 En el caso de FoxO1 una de las dianas para GSK3 se encuentra a continuación 
de un sitio que es fosforilado por la quinasa DYRK1A. Rena y colaboradores 
demostraron que in vitro DYRK1A fosforila FoxO1 generando un sustrato primado que 
es fosforilado por GSK3β (Rena et al. 2002). Anteriormente mostramos que GSK3 puede 
regular la localización de FoxO y con ello su actividad transcripcional, pero el 
mecanismo de regulación empleado por GSK3 es desconocido. Realizamos ensayos de 
co-inmunoprecipitación para determinar si GSK3β y FoxO interaccionan en CDs en un 
contexto pro-apoptótico, lo cual unido al hecho de que GSK3 puede fosforilar FoxO in 
vitro (Rena et al. 2002) podría indicar la existencia de un mecanismo de regulación directa 
de FoxO por GSK3β. 
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Figura 45. GSK3β y FoxO3 interaccionan en CDs y en células Jurkat. A) Las CDs se mantuvieron 6 horas en 
RPMI 0,1% BSA, que son condiciones pro-apoptóticas. Posteriormente inmunoprecipitamos con Abs específicos 
contra FoxO3 total y contra fosfo-ERK5, ya que previamente observamos que esta fosforilación no se produce en 
estas condiciones y, por tanto, decidimos emplearlo como Ab control en la inmunoprecipitación. A continuación 
analizamos si GSK3β interacciona con FoxO3 realizando un Western Blot del inmunoprecipitado empleando Abs 
contra FoxO3, para verificar que se inmunoprecipitó, y contra GSK3β, para determinar si se encuentra presente en el 
inmunoprecipitado. B) Las CDs se mantuvieron 6 horas en RPMI 0,1% BSA, que son condiciones pro-apoptóticas. 
Posteriormente inmunoprecipitamos con Abs específicos contra GSK3β total y contra Par3 (como Ab control en la 
inmunoprecipitación). A continuación analizamos si GSK3β y FoxO3 interaccionan realizando un Western Blot del 
inmunoprecipitado empleando Abs contra GSK3β, para verificar que se inmunoprecipitó, y contra FoxO3, para 
determinar si se encuentra presente en el inmunoprecipitado. C) Empleamos cultivos de células Jurkat para 
inmunoprecipitar GSK3β. Para ello mantuvimos las células 6 horas en RPMI 0,1% BSA y posteriormente 
inmunoprecipitamos con Abs contra GSK3β y contra Par3 (como Ab control en la inmunoprecipitación). A 
continuación analizamos si GSK3β interacciona con FoxO3 realizando un Western Blot del inmunoprecipitado 
empleando Abs contra GSK3β, para verificar que se inmunoprecipitó, y contra FoxO3, para determinar si se 
encuentra presente en el inmunoprecipitado. (Se muestra un experimento representativo de 2 realizados en cada 
apartado). 
 
 Con el objetivo de determinar si GSK3β interacciona con FoxO en las CDs, 
mantuvimos las células 6 horas en RPMI 0,1% BSA para inducir unas condiciones pro-
apoptóticas en las cuales GSK3β se encuentra activa y, pasado este tiempo, realizamos 
extractos proteicos de las CDs. A continuación inmunoprecipitamos GSK3β y 
analizamos la presencia de FoxO3 en el inmunoprecipitado (Figura 45B), o a la inversa, 
inmunoprecipitamos FoxO3 y analizamos la presencia en el inmunoprecipitado de 
GSK3β (Figura 45A). Los resultados obtenidos en estas inmunoprecipitaciones 
demuestran claramente que FoxO3 y GSK3β interaccionan en las CDs (Figura 45A y B). 
Cabe señalar que los experimentos de inmunoprecipitación se realizaron inicialmente en 
cultivos de células Jurkat, en las cuales también encontramos FoxO3 al 
inmunoprecipitar GSK3β (Figura 45C). Estos resultados demuestran que la interacción 
entre GSK3β y FoxO3 ocurre también en células Jurkat, lo cual indica que GSK3β 
podría regular la actividad de FoxO3 en otros tipos celulares y no exclusivamente en las 
CDs.  
 
 Los resultados obtenidos demuestran que GSK3β interacciona con FoxO3 en 
condiciones en las cuales GSK3β se encuentra activa (Figura 45). Además existen dianas 
de fosforilación de GSK3β en la secuencia de FoxO, algunas de las cuales podrían 
afectar a la asociación con las proteínas 14-3-3 (Figura 44), y se ha descrito que GSK3β 
fosforila FoxO1 in vitro (Rena et al. 2002). También hemos demostrado que una mayor 
actividad de GSK3β incrementa el nivel de FoxO1/3 nuclear y que,  por el contrario, la 
inhibición de GSK3β conlleva a una reducción en el nivel de FoxO1/3 nuclear (Figura 40, 
41 y 42). Estos datos nos permiten proponer un modelo en el cual en condiciones pro-
apoptóticas GSK3β activa podría fosforilar directamente a FoxO1/3 alterando su 
asociación con las proteínas 14-3-3 y promoviendo su traslocación al núcleo (Figura 46).  
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Figura 46. Modelo de regulación de la actividad de FoxO por GSK3β en CDs. En condiciones pro-apoptóticas 
GSK3β se encuentra activa y, potencialmente, podría fosforilar FoxO (A) alterando la interacción de estos factores de 
transcripción con las proteínas 14-3-3, que son las responsables de mantenerlos en el citosol inhibidos. Si esto es así y 
se rompe la interacción de FoxO con las 14-3-3 (B), éste quedaría libre para transportarse al núcleo donde puede 
transcribir genes pro-apoptóticos como Bim (C).  En presencia de un estímulo pro-supervivencia como CCL19 o 
CCL21 se produce la activación de Akt1 (1). Esta quinasa fosforila e inhibe GSK3β (2), lo cual implica que al estar 
inhibida GSK3β no puede fosforilar a FoxO y activarlo facilitando su transporte al núcleo (3). Además Akt1 activa 
fosforila directamente a FoxO (4) creando sitios de interacción con las proteínas 14-3-3 y, como consecuencia, 
inhibiéndolo porque induce su traslocación al citosol (5). 
 
H.  GSK3β activa antagoniza el efecto pro-supervivencia de Akt1 y su 
inhibición es necesaria para la inducción de supervivencia por 
CCR7 
 
 Dado que la actividad de GSK3β tiene efectos contrarios a la de Akt1 sobre la 
localización de NF-κB y FoxO, nos preguntamos si Akt1 necesita inhibir GSK3β para 
ejercer completamente su función pro-supervivencia, evitando así que esta quinasa 
contrarreste su efecto anti-apoptótico. Para comprobar si esta hipótesis es cierta 
empleamos la construcción de GSK3β-CA, lo cual permite que cuando se active Akt1 
esta forma mutada de GSK3β no sea inhibida. Como lectura del efecto sobre la 
actividad de NF-κB y FoxO empleamos la expresión de Bcl-XL y Bim, 
respectivamente. El experimento realizado consiste en mantener CDs nucleofectadas 
con el vector control, pcDNA, o con la forma constitutivamente activa de GSK3β, 10 
horas en RPMI 0,1% BSA en presencia o ausencia de los ligandos de CCR7. Pasado 
este tiempo lisamos las CDs y analizamos el nivel de expresión de Bcl-XL y de Bim, 
como medida indirecta de la actividad transcripcional de NF-κB y FoxO.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
75 
 
RESULTADOS 
 
Bcl-XL
In
te
ns
id
ad
 B
cl
-X
L 
(u
.a
.)
0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
*
*
Tubulina
CCL21- + - +
pcDNA GSK3β-CA
CCL21- + - +
pcDNA GSK3β-CA
 
 
 
 
Figura 47. La actividad de GSK3β contrarresta el efecto pro-
supervivencia que Akt1 ejerce en CDs activando la vía de NF-κB. 
Las CDs fueron nucleofectadas con pcDNA o con GSK3β-CA. 5 horas 
después de la transfección recogimos las CDs y las mantuvimos en 
RPMI 0,1% BSA durante 5 horas más, ya sea en presencia o ausencia de 
CCL21 (20 nM). Pasado este tiempo lisamos las CDs y analizamos 
mediante Western Blot la expresión de Bcl-XL empleando Abs contra 
Bcl-XL y contra α-Tubulina como control de carga. En la parte superior 
se muestra un experimento representativo de 3 realizados. En la parte 
inferior se muestra una gráfica que representa la variación en la 
expresión de Bcl-XL inducida por CCL21. Los valores mostrados se 
obtuvieron densitometrando los blots de varios experimentos y se 
presentan referidos al nivel de expresión de Bcl-XL en las CDs no 
estimuladas con CCL21. (La gráfica representa la media ± SEM de 3 
experimentos realizados, *p<0,05).  
 
 
En primer lugar analizamos el efecto sobre la expresión de Bcl-XL. Como se 
observa en la Figura 47, en presencia de CCL21 aumenta significativamente la expresión 
de Bcl-XL en CDs nucleofectadas con el vector control, confirmando los resultados 
presentados anteriormente (Figura 31). Este incremento es posible porque el tratamiento 
con la quimioquina activa Akt1, lo cual aumenta la actividad transcripcional de NF-κB 
por un lado y, por otro, inhibe GSK3β facilitando aún más la traslocación al núcleo de 
NF-κB. Si nuestra hipótesis es cierta y la actividad de GSK3β contrarresta el efecto de 
Akt1, la expresión de GSK3β-CA debería disminuir el aumento en la expresión de Bcl-
XL inducido por CCL21. De hecho los resultados muestran que no sólo se reduce el 
incremento en la expresión de Bcl-XL inducido por CCL21, sino que este efecto se 
abroga por completo (Figura 47). Esto es así porque a pesar de que la activación de Akt1 
puede aumentar la actividad transcripcional de NF-κB, como las células están 
expresando GSK3β-CA Akt1 no puede inhibir la actividad de GSK3β, de forma que 
esta quinasa está dificultando la traslocación de p65 al núcleo y, por tanto, 
disminuyendo la capacidad de Akt1 para incrementar la expresión de Bcl-XL.  
 Finalmente, analizamos si la expresión de GSK3β-CA afecta también a la 
capacidad de CCL21 para regular la actividad transcripcional de FoxO y, por tanto, la 
expresión de Bim. Observamos que en las CDs nucleofectadas con pcDNA el 
tratamiento con CCL21 produce una reducción significativa en la expresión de Bim, 
como ya mostramos anteriormente (Figura 32). Además la expresión de GSK3β-CA 
inhibe el efecto de CCL21 sobre la expresión de Bim (Figura 48), lo cual corrobora la 
hipótesis planteada anteriormente también para FoxO. Esto es, la estimulación con 
CCL21 activa Akt1 que, por un lado inhibe a FoxO directamente y, por otro, inhibe 
GSK3β que, de lo contrario estaría contribuyendo a aumentar la localización de FoxO 
en el núcleo y, por tanto, aumentaría su actividad transcripcional contrarrestando el 
efecto pro-supervivencia de Akt1. 
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Figura 48. La actividad de GSK3β contrarresta el efecto pro-
supervivencia que Akt1 ejerce en CDs inhibiendo la actividad de 
FoxO. Las CDs fueron nucleofectadas con pcDNA o con GSK3β-CA. 
5 horas después de la transfección recogimos las CDs y las 
mantuvimos en RPMI 0,1% BSA durante 5 horas más, ya sea en 
presencia o ausencia de CCL21 (20 nM). Pasado este tiempo lisamos 
las CDs y analizamos mediante Western Blot la expresión de Bim 
empleando Abs contra Bim y contra α-Tubulina como control de 
carga. En la parte superior se muestra un experimento representativo 
de 3 realizados. En la parte inferior se muestra una gráfica que 
representa la variación en la expresión de Bim inducida por CCL21. 
Los valores mostrados se obtuvieron densitometrando los blots de 
varios experimentos y se presentan referidos al nivel de expresión de 
Bim en las CDs no estimuladas con CCL21. (La gráfica representa la 
media ± SEM de 3 experimentos realizados, *p<0,05). 
 
 
 Estos resultados demuestran que es necesario que se produzca la inhibición de 
GSK3β, ya que de lo contrario el pool de GSK3β que permaneciese activo contribuiría 
a aumentar la actividad de FoxO y a reducir la de NF-κB contrarrestando el efecto pro-
supervivencia de Akt1. 
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DISCUSIÓN 
 Las CDs son las CPAs profesionales del sistema inmune y, por tanto, su función 
es esencial en el organismo. Además múltiples estudios relacionan la importancia de 
mantener la longevidad de las CDs dentro de unos márgenes determinados. En este 
sentido se ha observado que si su vida media disminuye se producen defectos en la 
respuesta inmune (Jung et al. 2002; Hou et al. 2004) y si aumenta pueden desarrollarse 
síntomas de autoinmunidad debido a una activación exacerbada de los linfocitos (Chen et 
al. 2006; Chen et al. 2007b). A pesar de su importancia no existe mucha información sobre 
los mecanismos moleculares implicados en regular la supervivencia de las CDs, aunque 
sí se sabe que tanto miembros pro- como anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 son 
importantes en este proceso (Hou et al. 2004; Chen et al. 2007a), que factores de transcripción 
de la familia FoxO son moléculas pro-apoptóticas (Riol-Blanco et al. 2009) y que la 
activación de CCR7 induce un aumento en la supervivencia de las CDs a través de una 
vía que activa proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0, PI3K, Akt1 y NF-κB 
(Sanchez-Sanchez et al. 2004).  
 GSK3 es una quinasa implicada en la regulación de la apoptosis, aunque ha sido 
descrita como pro- o anti-apoptótica dependiendo del tipo celular y del estímulo de 
muerte empleado (Hetman et al. 2000; Hoeflich et al. 2000; Ougolkov et al. 2005; Beurel et al. 2006; 
Eom et al. 2007). Esto hace que su función deba ser estudiada en los tipos celulares de 
interés. Por tanto, nuestro primer objetivo consistió en estudiar el papel que tiene esta 
quinasa en la supervivencia de las CDs. 
En este trabajo empleamos un modelo de inducción de apoptosis en las CDs 
mediante la privación de factores de crecimiento para estudiar el papel de la quinasa 
GSK3 en la supervivencia de las CDs. Mediante el uso de inhibidores de GSK3 
demostramos que esta quinasa es una molécula pro-apoptótica en las CDs humanas 
derivadas de monocitos (Figura 8) y CDs esplénicas murinas in vitro (Figura 13). Este 
efecto pro-apoptótico es tan marcado que los inhibidores de GSK3 aumentan la 
supervivencia de las CDs incluso en condiciones no apoptóticas (Figura 10). Asimismo 
demostramos la relevancia de esta función in vivo, puesto que el tratamiento con un 
inhibidor de GSK3 también produce un aumento de la supervivencia de las CDs en los 
ganglios linfáticos (Figura 15), remarcando el carácter pro-apoptótico de GSK3. Existen 
dos isoformas de GSK3, GSK3α y GSK3β. El hecho de que el fenotipo de los knockout 
de cada una de ellas sea diferente (Hoeflich et al. 2000; MacAulay et al. 2007), indica que no 
existe redundancia funcional entre ambas, sino que cada una cumple funciones 
específicas. Dado que los inhibidores farmacológicos que hemos empleado actúan sobre 
ambas isoformas, empleamos siRNAs específicos para GSK3α y GSK3β con el 
objetivo de determinar la participación de cada isoforma en la supervivencia de las CDs. 
Observamos que la reducción de GSK3β reducía significativamente la apoptosis de las 
CDs. Sin embargo, la reducción de la expresión de GSK3α no produce una disminución 
significativa en la apoptosis de las CDs, demostrando que GSK3β es la principal 
isoforma implicada en regular la supervivencia de estas células (Figura 11). Para 
confirmar este resultado empleamos una forma mutada de GSK3β que no responde a 
inhibición por fosforilación (GSK3β-CA). La expresión de esta construcción produjo un 
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aumento en la apoptosis de las CDs (Figura 12), confirmando el efecto pro-apoptótico de 
GSK3β.  
Estas observaciones son relevantes ya que, como mencionamos anteriormente, la 
longevidad de las CDs afecta a la capacidad de respuesta del sistema inmune. Por tanto, 
si la actividad de GSK3β aumenta las CDs vivirán menos tiempo y esto podría producir 
defectos en la respuesta inmunológica. Por el contrario, la inhibición de GSK3β puede 
producir un aumento excesivo en la supervivencia de las CDs y podría conducir a la 
aparición de síntomas de autoinmunidad. Por tanto, GSK3β es una diana potencial que 
podría ser empleada para modular la respuesta inmune. En este sentido, los resultados 
de este trabajo sugieren que el tratamiento con LiCl, que se emplea para el tratamiento 
de trastornos bipolares, pudiera tener efectos secundarios sobre la respuesta 
inmunológica. Aunque se requiere un trabajo más exhaustivo para confirmar el efecto 
de la inhibición de GSK3 in vivo y cómo puede esto afectar al sistema inmune. 
 
CCR7 es un receptor de quimioquinas esencial para mantener la estructura de los 
órganos linfoides secundarios y para dirigir la migración de las CDs a los ganglios 
linfáticos como demuestra el fenotipo de ratones knockout de CCR7 (Forster et al. 1999) y 
de los ratones plt/plt, que son deficientes en los ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21 
(Gunn et al. 1999). Además, este receptor es capaz de regular en las CDs otras funciones 
aparte de la quimiotaxis, como son la velocidad migratoria, la endocitosis, la 
maduración o la supervivencia (Sanchez-Sanchez et al. 2006). Se ha descrito que la 
estimulación de las CDs con CCL19 o CCL21 induce un aumento en la supervivencia 
de las CDs a través de una vía que activa proteínas G heterotriméricas de la familia αi/0, 
PI3K, Akt1 y NF-κB (Sanchez-Sanchez et al. 2004). Puesto que GSK3β es una molécula 
pro-apoptótica, analizamos el efecto que tiene la activación de CCR7 sobre la actividad 
de GSK3β, demostrando que la estimulación con CCL19 y CCL21 induce la 
fosforilación de GSK3β en el reiduo de serina9 (Figura 16), fosforilación que inhibe la 
actividad de GSK3β (Figura 17) (Cross et al. 1995). Estos resultados están en línea con el 
papel pro-supervivencia de CCR7. Además estudiamos las vías de señalización 
activadas por CCR7 que están implicadas en la regulación de la actividad de GSK3β. 
Mediante el uso de inhibidores o activadores, dominantes negativos y siRNAs 
demostramos que la fosforilación de GSK3β no depende de la activación de los 
módulos de señalización que regulan la quimiotaxis ni la velocidad de las CDs. Esto es, 
ni la activación de MAPKs (Figura 25) ni de proteínas G de la familia α12/13 o Pyk2 
(Figuras 26 y 27) son necesarias para que CCR7 induzca fosforilación de GSK3β. Sin 
embargo, comprobamos que para que se fosforile GSK3β es necesario que se active el 
módulo de señalización implicado en la regulación de la supervivencia de las CDs a 
través de CCR7, es decir, deben activarse proteínas G de la familia αi/0 y el dímero βγ 
asociado a estas proteínas, PI3K y Akt1 (Figuras 22, 23 y 24). 
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Los receptores de quimioquinas son GPCRs que señalizan a través de proteínas 
G heterotriméricas. Estas proteínas constituyen una familia de gran diversidad y la 
especificidad en la señalización a través de GPCRs puede estar determinada en parte por 
la expresión de tipos concretos de proteínas G en cada tipo celular en un momento dado. 
En las CDs maduras las proteínas G α, β y γ mayoritarias se presentan en la Tabla 2. En 
trabajos previos de nuestro laboratorio se ha mostrado que la activación de proteínas G 
αi/0 es necesaria para la regulación de la quimiotaxis y la supervivencia de las CDs 
inducida por CCR7, pero no para regular la velocidad migratoria, para lo cual es 
necesario que se activen proteínas G α12/13 (Sanchez-Sanchez et al. 2006). En línea con estos 
resultados, observamos que las proteínas G α12 y α13 no están implicadas en la 
fosforilación de GSK3β en Ser9 (Figura 26), siendo proteínas G de la familia αi/0 las 
principales responsables de la inhibición de GSK3β (Figura 22). En este sentido 
Goulimari y colaboradores también han descrito que la fosforilación de GSK3β en el 
residuo de Ser9 es independiente de la activación de proteínas G α12/13 (Goulimari et al. 
2008). Cabe destacar que la actividad de GSK3β puede ser regulada también mediante 
fosforilación en un residuo de tirosina (Tyr216) que se encuentra en el centro activo de 
la molécula. Esta fosforilación, al contrario que la de Ser9, aumenta la actividad de 
GSK3β (Hughes et al. 1993). Se han descrito varias tirosina quinasas que fosforilan este 
residuo, entre las cuales se encuentran Csk y Pyk2 (Fan et al. 2003; Sayas et al. 2006), que 
son activadas por proteínas G αq/11 y α12/13, respectivamente. De tal modo que las 
proteínas G α12/13 podrían estar regulando la actividad de GSK3β actuando sobre el 
residuo de Tyr216, en vez de sobre el de Ser9. Sin embargo, hemos observado que la 
activación de CCR7 no aumenta la fosforilación de GSK3β en Tyr216 (resultados no 
mostrados), con lo cual es poco probable que se esté dando este tipo de regulación 
aunque sería necesario un estudio más detallado para poder descartar por completo esta 
posibilidad, así como para determinar si otras proteínas G, como son αq/11 o αs, que 
también están presentes en las CDs maduras (Tabla 2), pudieran regular la actividad de 
GSK3β.    
La activación de las proteínas G heterotriméricas actúa sobre un gran número de 
moléculas efectoras ya sea a través de la subunidad α o del dímero βγ. En este sentido 
existen trabajos previos que muestran que la inhibición de la quimiotaxis producida por 
el tratamiento con PTX, que inhibe tanto la subunidad αi/0 como el dímero βγ, se debe 
en realidad a la inhibición del heterodímero βγ y que la proteína G αi/0 no está implicada 
en la regulación de la quimiotaxis (Neptune et al. 1999). Asimismo Taurin y colaboradores 
han demostrado previamente la implicación de la actividad del heterodímero βγ en la 
fosforilación de GSK3β en Ser9 a través de la activación de PKA (Taurin et al. 2007). 
Nuestros resultados indican que la activación del dímero βγ participa en la fosforilación 
de GSK3β en Ser9 tras la estimulación de CCR7 (Figura 22B), ya que la fosforilación es 
menor en las CDs que expresan αTransducina, que actúa inhibiendo la activación del 
heterodímero. Sin embargo, resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio 
indican que PKA no está implicada en la fosforilación de GSK3β en las CDs (resultados 
no mostrados). 
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La activación del eje formado por PI3K y Akt1 es muy importante en la 
regulación de la supervivencia de las CDs (Sanchez-Sanchez et al. 2004). Además Akt1 es 
una de las principales quinasas que fosforilan el residuo de Ser9 de GSK3β (Cross et al. 
1995), por lo que estudiamos la implicación de este eje en la inhibición de GSK3β. 
Observamos que en CDs tratadas con LY294002, un inhibidor general de PI3K, o con 
un inhibidor específico de Akt1/2, se produce una gran reducción en la fosforilación de 
GSK3β inducida por CCL19 y CCL21 (Figura 23), aunque ésta no se inhibe por 
completo, indicando la existencia de otras quinasas activadas por CCR7 que fosforilan 
GSK3β. Entre las quinasas que regulan la fosforilación de GSK3β en Ser9 se 
encuentran también PKA (Li et al. 2000), que parece no ejercer este papel en las CDs 
(resultados no mostrados), y PKC (Goode et al. 1992). El empleo de inhibidores generales 
de PKC inhibe la fosforilación de GSK3β en Ser9 en CDs estimuladas con CCL19 y 
CCL21 (Figura 28), lo cual indica que la activación de PKCs inducida por CCR7 participa 
en la inhibición de GSK3β. Aunque se han descrito isoformas que fosforilan e inhiben 
GSK3β y que regulan diferentes procesos como la polarización celular (Etienne-
Manneville et al. 2003), dada la gran diversidad de la familia de las PKCs, será necesario 
más trabajo para caracterizar las isoformas concretas de PKC implicadas en la 
fosforilación de GSK3β inducida por CCR7 en CDs. 
La inhibición de PI3K impide que se produzca la activación de Akt1 inducida 
por CCR7 en CDs y, por tanto, la inhibición de GSK3β (Figura 23A). Trabajo previo en 
nuestro laboratorio demostró que CCR7 activa PI3Ks de clase I, concretamente PI3Kα 
(Sanchez-Sanchez et al. 2004), y que el uso de un inhibidor específico contra otro miembro 
de esta familia, PI3Kδ, no afecta a la supervivencia de las CDs ni a la activación de 
Akt1 inducida por CCR7 (Sanchez-Sanchez et al, resultados sin publicar). A pesar de ser PI3Kγ 
la isoforma clásicamente activada por GPCRs (Murga et al. 1998; Krugmann et al. 1999), 
estudios más recientes muestran que otras PI3Ks de clase I, como PI3Kβ, también 
pueden ser activadas por GPCRs (Guillermet-Guibert et al. 2008). Esto sugiere la existencia 
de cierta especialización entre las PI3Ks para señalizar a través de CCR7. Para testar 
esta posibilidad empleamos inhibidores específicos para PI3Kα, PI3Kβ y PI3Kγ, tres 
isoformas diferentes de la clase I de PI3K. La inhibición de PI3Kγ tiene un efecto 
drástico sobre la activación de Akt1, que resulta completamente inhibida, pero no 
elimina totalmente la fosforilación de GSK3β (Figura 24), sugiriendo de nuevo la 
existencia de otras quinasas activadas por CCR7 que fosforilan GSK3β. Los resultados 
presentados anteriormente muestran que PKC puede estar implicada, aunque no 
podemos descartar la participación de otras quinasas como RSK-2 o p70S6K (Sutherland 
et al. 1993), cuya implicación no hemos estudiado en este trabajo. La inhibición de PI3Kβ 
no impide la fosforilación ni de Akt1 ni de GSK3β, aunque la activación de Akt1 parece 
estar reducida (Figura 24). Sin embargo, carecemos de un buen control para demostrar que 
el inhibidor de PI3Kβ realmente funciona. Por tanto, por el momento no podemos 
extraer conclusiones definitivas con respecto al papel de PI3Kβ. Observamos que la 
inhibición de PI3Kα inhibe considerablemente la activación de Akt1, aunque su efecto 
es aún mayor sobre la fosforilación de GSK3β (Figura 24). Esto apunta a la posibilidad de 
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que PI3Kα esté regulando no sólo la actividad de Akt1 sino también la de otra quinasa 
implicada en la fosforilación de GSK3β. Los resultados obtenidos con respecto al papel 
de las diferentes isoformas de PI3K son muy interesantes, pero preliminares, ya que 
para confirmar esta diferencia en la función de PI3Ks sobre el eje Akt1/GSK3β y su 
implicación en la regulación de la supervivencia celular es necesario un trabajo mucho 
más completo que el presentado en esta tesis. 
En este trabajo demostramos, usando inhibidores farmacológicos, que las 
MAPKs ERK1/2 y JNK, que son necesarias para la regulación de la quimiotaxis 
inducida por CCR7, no están implicadas en la fosforilación de GSK3β (Figura 25). 
Nuestros resultados son diferentes a los obtenidos por otros autores que sitúan la 
activación de MAPK por encima de la fosforilación de GSK3β (Goold et al. 2005). Las 
diferencias enfatizan la importancia del contexto en la regulación de estas moléculas. 
Además existen diversas referencias en la bibliografía que apoyan la idea de que 
GSK3β es una quinasa capaz de regular la actividad de las MAPKs (Takada et al. 2004; 
Abell et al. 2007; Rehani et al. 2009). En este trabajo empleamos inhibidores de GSK3 para 
determinar su efecto sobre la activación de ERK1/2 y Akt1 inducida por CCL19 o 
CCL21. No observamos que la inhibición de GSK3 afecte a la activación de estas 
quinasas (Figura 30), y también analizamos su efecto sobre la expresión de CCR7 en la 
membrana de las CDs como un control adicional. 
 
Por otro lado demostramos que la estimulación de CCR7 da lugar a la 
fosforilación de FoxO a través de la activación del módulo de señalización que regula la 
supervivencia de las CDs, ya que es necesaria la actividad de Akt1 (Figuras 19 y 20). Esta 
fosforilación aumenta la traslocación al citoplasma de estos factores de transcripción 
(Figura 21), ya que genera sitios de unión para las proteínas 14-3-3 (Brunet et al. 1999; Brunet 
et al. 2002), cuya interacción con FoxO conlleva su retención en el citoplasma. Esto 
resulta en una menor actividad transcripcional de FoxO, lo cual reduce la expresión de 
genes pro-apoptóticos controlados por FoxO, como Bim (Figura 32) (Riol-Blanco et al. 2009). 
Por tanto, CCR7 es capaz de regular la apoptosis de las CDs porque regula la actividad 
de factores de transcripción como FoxO y NF-κB, que regulan genes pro- y anti-
apoptóticos, respectivamente.  
Tanto FoxO como NF-κB regulan la transcripción de miembros de la familia 
Bcl-2, que están implicados en mantener la supervivencia celular o bien desencadenar el 
proceso de apoptosis en las CDs (Motoyama et al. 1995; Bouillet et al. 1999; Nopora et al. 2002; 
Hou et al. 2004; Peng et al. 2005; Chen et al. 2007a; Chen et al. 2007b). FoxO regula la expresión 
de Bim, un miembro pro-apoptótico de la familia Bcl-2, y este es uno de los principales 
mecanismos por los cuales FoxO ejerce su papel pro-apoptótico en las CDs (Dijkers et al. 
2000; Riol-Blanco et al. 2009). Por su parte, NF-κB regula la expresión de Bcl-XL, un 
miembro pro-supervivencia de la familia Bcl-2, y con ello contribuye a aumentar la 
supervivencia de las CDs (Chen et al. 2000; Hou et al. 2004; Sanchez-Sanchez et al. 2004; Chen et 
al. 2007a). La estimulación con los ligandos de CCR7 aumenta la actividad de NF-κB 
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(Sanchez-Sanchez et al. 2004) y reduce la actividad de FoxO (Figuras 19-21). Esto se refleja en 
un aumento en la expresión de Bcl-XL y una reducción en la expresión de Bim, como 
muestran los resultados presentados en esta tesis (Figuras 31 y 32). El efecto sobre la 
expresión de estos miembros de la familia Bcl-2 puede ser responsable, al menos en 
parte, del efecto pro-supervivencia que tiene la activación de CCR7 en las CDs. 
Podemos concluir, por tanto, que la activación de CCR7 induce señales 
intracelulares dependientes de proteínas G αi/0 y da lugar a la activación del eje formado 
por PI3K y Akt1 que regulan la supervivencia de las CDs. En este sentido Akt1 actúa 
como “eje central” de esta función de CCR7, ya que cuando se activa puede inhibir la 
actividad de moléculas pro-apoptóticas como GSK3β y FoxO, y activar moléculas pro-
supervivencia como NF-κB. El efecto global de la activación de Akt1 es el aumento de 
la supervivencia de las CDs expuestas a CCL19 o CCL21. 
 
GSK3β es una quinasa para la cual se han descrito múltiples sustratos, muchos 
de los cuales están implicados en el proceso de apoptosis, como NF-κB (Hoeflich et al. 
2000), β-catenina (Patel et al. 2004), Mcl-1 (Maurer et al. 2006) o p53 (Watcharasit et al. 2003), 
entre otros. Por tanto, nos propusimos estudiar posibles efectores del papel pro-
apoptótico de GSK3β en CDs.  
En primer lugar estudiamos el efecto de esta quinasa sobre NF-κB, dado que se 
sabe que GSK3β puede regular la actividad de la vía de NF-κB. Dependiendo del 
contexto celular ha sido descrito que GSK3 puede activar (Hoeflich et al. 2000; Ougolkov et 
al. 2005; Steinbrecher et al. 2005; Ougolkov et al. 2007) o inhibir (Demarchi et al. 2003; Sanchez et al. 
2003; Buss et al. 2004; Rao et al. 2004) a NF-κB. Además existe mucha controversia sobre el 
nivel en el cual GSK3β regula la actividad de estos factores de transcripción. Uno de los 
principales mecanismos de regulación de la actividad de NF-κB consiste en el control 
de su localización nuclear. La activación de NF-κB por la vía clásica se produce porque 
se activa el complejo IKK que fosforila el inhibidor de NF-κB, IκB, induciendo su 
degradación y permitiendo así que NF-κB sea transportado al núcleo donde puede 
transcribir sus genes diana (Karin et al. 2000) (Figura 6). En este sentido, existen varias 
referencias en las cuales se describe que la inhibición de GSK3β no afecta a la 
degradación de IκB ni a la localización nuclear de p65 (Hoeflich et al. 2000; Schwabe et al. 
2002; Martin et al. 2005; Ougolkov et al. 2005; Steinbrecher et al. 2005; Ougolkov et al. 2007), sino 
que GSK3β regula la actividad de NF-κB a través de otros mecanismos como la 
regulación de la interacción de NF-κB con otros activadores transcripcionales (Martin et 
al. 2005) o mediante mecanismos epigenéticos que afectan al estado de la cromatina de 
promotores específicos de NF-κB (Ougolkov et al. 2007). Por otro lado, existen artículos en 
los cuales se muestra que la actividad de GSK3β afecta a la localización de NF-κB, ya 
sea regulando la degradación de IκB actuando sobre el complejo IKK (Sanchez et al. 2003; 
Rao et al. 2004; Wilson et al. 2008), o bien actuando directamente sobre p65 o sobre 
precursores de NF-κB como p105 (Demarchi et al. 2003; Buss et al. 2004). 
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Puesto que se describió que CCR7 regula la actividad de NF-κB aumentando la 
traslocación al núcleo de p65 (Sanchez-Sanchez et al. 2004), comenzamos por estudiar si la 
actividad de GSK3β afecta a la localización de p65 en CDs. Empleando inhibidores de 
GSK3 y la forma constitutivamente activa de GSK3β demostramos que la actividad de 
GSK3β dificulta la traslocación al núcleo de p65, ya que las CDs que expresan GSK3β-
CA presentan menos p65 nuclear y, por el contrario, la inhibición de GSK3 aumenta la 
traslocación de p65 al núcleo (Figura 34) y, consecuentemente, aumenta también la 
expresión de Bcl-XL (Figura 37). Además, comprobamos que el aumento en el nivel de 
p65 nuclear que observamos al inhibir GSK3 puede ser debido a un aumento en la 
degradación de IκB, ya que el tratamiento de las CDs con tres inhibidores diferentes de 
GSK3 produce una reducción significativa en el nivel de IκB (Figura 35). También hemos 
observado que la estimulación de las CDs con CCL19 o CCL21 produce un aumento en 
la fosforilación de IKKα que aumenta la actividad del complejo IKK (Hacker et al. 2006). 
Sin embargo, el pretratamiento de las CDs con LiCl o con un inhibidor específico de 
Akt1/2 no afecta a la activación de IKKα inducida por CCR7 (Figura 36). Cabe señalar, 
no obstante, que esto no implica que Akt1 o GSK3β no regulen la actividad del 
complejo IKK, sino simplemente que no afectan a la fosforilación del residuo que 
nosotros hemos estudiado (IKKα Ser176/180), ya que podrían estar fosforilando otros 
residuos o bien regular su actividad por mecanismos diferentes a la fosforilación. Así 
por ejemplo, Sánchez y colaboradores propusieron un mecanismo por el cual GSK3β 
puede regular la actividad de IKK, y éste no implica la fosforilación de IKKα/β (Sanchez 
et al. 2003). En su trabajo muestran que GSK3β es una molécula pro-apoptótica en 
astrocitos, ya que su actividad inhibe NF-κB aumentando la estabilidad de IκB, 
resultados muy similares a los que nosotros hemos observado en CDs. Además 
demuestran que el aumento en la estabilidad de IκB se produce porque GSK3β en su 
forma activa interacciona con la subunidad reguladora del complejo IKK, IKKγ/NEMO. 
De este modo GSK3β compite con IKKα/β por la asociación a IKKγ, inhibiendo la 
formación del complejo IKK y, por tanto, su actividad. Dados los paralelismos 
existentes entre el trabajo de Sánchez y colaboradores en astrocitos y nuestros 
resultados en CDs, es tentador especular que GSK3β pueda regular la actividad de IKK 
en estas células por un mecanismo similar al descrito en astrocitos (Figura 38). Sin 
embargo, habrá que realizar los experimentos convenientes para poder demostrar si este 
modelo aplica también en las CDs. 
Además de estudiar el papel de GSK3β sobre la vía de NF-κB como mecanismo 
efector de la función pro-apoptótica de esta quinasa en CDs, decidimos analizar también 
el efecto de GSK3β sobre β-catenina, ya que esta proteína es un efector clásico de 
GSK3β en la vía activada por Wnt (Patel et al. 2004). β-catenina regula múltiples procesos 
celulares porque es capaz de regular la actividad de varios factores de transcripción, 
entre los cuales destacamos su efecto en la transactivación de FoxO (Essers et al. 2005) y 
en la inhibición de NF-κB (Deng et al. 2002), ya que son dos factores de transcripción 
implicados en la supervivencia de las CDs y además su actividad es regulada por CCR7. 
GSK3 regula la actividad de β-catenina afectando a su degradación. En condiciones 
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basales GSK3 está activa y fosforila β-catenina favoreciendo su ubiquitinación y 
posterior degradación vía proteasoma, manteniendo el nivel de β-catenina reducido y, 
por tanto, impidiendo que regule la actividad de otros factores de transcripción. Señales 
que inhiben GSK3, como la activación de la vía de Wnt, impiden que esta quinasa 
continúe fosforilando β-catenina que, en lugar de ser degradada, se estabiliza y 
comienza a acumularse en el interior celular (Patel et al. 2004). Esta acumulación de β-
catenina produce un aumento en el nivel de β-catenina en el núcleo, donde esta proteína 
puede regular la actividad de otros factores de transcripción. Nuestros resultados 
muestran que en las CDs GSK3 no regula la estabilidad de β-catenina, ya que ni la 
estimulación con CCL19 o CCL21, que anteriormente comprobamos que inhibe la 
actividad de GSK3, ni el tratamiento con tres inhibidores específicos diferentes de 
GSK3 produce un aumento en la estabilidad de β-catenina (Figura 39). A pesar de que la 
inhibición de GSK3 aumenta la estabilidad de β-catenina en la mayoría de las células, 
ya se ha descrito que en algunos cultivos de células primarias o no transformadas la 
inhibición de GSK3 no produce un aumento en el nivel de β-catenina (Topol et al. 2003; 
Steinbrecher et al. 2005), debiendo existir mecanismos alternativos que permitan regular la 
actividad de β-catenina en estas células. Cabe señalar que a pesar de que este resultado 
parezca sorprendente porque la estabilización de β-catenina es un mecanismo de acción 
general de GSK3, en realidad es un resultado compatible con el resto de los resultados 
obtenidos, dado que estaba descrito que la acumulación de β-catenina inhibe la 
actividad de NF-κB (Deng et al. 2002) y aumenta la de FoxO (Essers et al. 2005). Teniendo 
en cuenta la función que tienen NF-κB y FoxO en la supervivencia de las CDs, la 
acumulación de β-catenina tendría efectos pro-apoptóticos y, por tanto, GSK3 debería 
ser una molécula anti-apoptótica, ya que inhibe β-catenina. Sin embargo, los resultados 
presentados muestran que GSK3 es una molécula pro-apoptótica y que su actividad 
inhibe la activación de NF-κB, por lo que en el contexto de la señalización de CCR7 en 
las CDs no resulta sorprendente que GSK3 no regule la estabilidad de β-catenina en 
estas células. 
Finalmente analizamos si GSK3β puede regular la actividad de FoxO, ya que es 
un factor de transcripción implicado en la apoptosis de las CDs y cuya actividad, al 
igual que la de GSK3β, es regulada por CCR7. Como se explicó anteriormente uno de 
los principales niveles de regulación de la actividad de FoxO consiste en variar su 
localización (Figura 7). En condiciones pro-apoptóticas FoxO se localiza en el núcleo 
donde transcribe genes pro-apoptóticos como Bim (Dijkers et al. 2000). Sin embargo, 
estímulos pro-supervivencia activan Akt1 que fosforila FoxO creando sitios de unión 
para las proteínas 14-3-3, las cuales se unen a FoxO y lo transportan al citoplasma 
donde es retenido e inhibido (Brunet et al. 1999; Brunet et al. 2002). Los experimentos 
realizados con inhibidores de GSK3, con siRNA para reducir específicamente GSK3β y 
con la forma de GSK3β constitutivamente activa, muestran que GSK3β regula la 
localización tanto de FoxO1 como de FoxO3 en las CDs (Figura 40-42). Los resultados 
muestran que el bloqueo de GSK3β, con inhibidores o siRNA, produce una reducción 
en la localización en el núcleo tanto de FoxO1 como de FoxO3, mientras que una mayor 
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actividad de GSK3β tiene como consecuencia un aumento en el nivel de FoxO1 y 
FoxO3 nuclear. Estos resultados confirman el papel pro-apoptótico de GSK3β, ya que 
su actividad aumenta la presencia de FoxO en el núcleo donde puede potenciar la 
expresión de genes pro-apoptóticos. En este sentido, también observamos una menor 
expresión de Bim en las CDs en las que GSK3 se encuentra inhibida (Figura 43), en línea 
con la disminución obtenida en el nivel de FoxO nuclear en CDs tratadas con los 
inhibidores de GSK3.  
Anteriormente demostramos que en las CDs CCR7 inhibe FoxO alterando su 
localización a través de la activación de Akt1 (Figuras 19-21). Sin embargo, también 
hemos demostrado que la inhibición de GSK3 en CDs no afecta a la activación de Akt1 
inducida por CCR7 (Figura 30), lo cual indica que GSK3 debe estar regulando la 
localización de FoxO por un mecanismo diferente. Puesto que GSK3 actúa sobre una 
gran variedad de sustratos decidimos analizar las secuencias de FoxO1 y FoxO3 en 
busca de potenciales sitios de fosforilación de GSK3 y observamos la existencia de 
múltiples dianas potenciales para esta quinasa tanto en FoxO1 como en FoxO3 (Figura 
44). Esto unido al hecho de que Rena y colaboradores demostraron que GSK3β puede 
fosforilar FoxO1 in vitro (Rena et al. 2002), nos llevó a plantear la posibilidad de que 
GSK3β esté regulando la localización de FoxO fosforilando directamente a este factor 
de transcripción en sitios que, por ejemplo, puedan afectar a su asociación con las 
proteínas 14-3-3, produciendo su disociación y, por tanto, aumentado así el nivel de 
FoxO nuclear. En este sentido hemos demostrado que GSK3β y FoxO3 interaccionan en 
CDs en condiciones pro-apoptóticas, ya que en estas condiciones realizamos 
experimentos de inmunoprecipitación tanto de GSK3β como de FoxO3 y, en ambos 
casos observamos la otra proteína en el inmunoprecipitado (Figura 45). Estos 
experimentos no demuestran que FoxO sea realmente un sustrato de GSK3β in vivo, 
pero dado que i) sí lo es in vitro, ii) que existen múltiples dianas de GSK3β en la 
secuencia de FoxO y iii) que interaccionan in vivo, es muy tentador especular con esta 
posibilidad. Más aún si tenemos en cuenta que algunas de las potenciales dianas de 
fosforilación de GSK3β se encuentran en o muy próximas a los sitios de interacción de 
FoxO con las proteínas 14-3-3. Sin embargo, aún se necesitan más evidencias 
experimentales para poder confirmar o descartar esta hipótesis, ya que sería necesario 
demostrar que GSK3β puede fosforilar FoxO in vivo, identificar los sitios fosforilados 
por GSK3β en FoxO y demostrar que la mutación en estos sitios revierte el efecto de la 
actividad de GSK3β sobre la traslocación de FoxO al núcleo. Cabe destacar que 
también se ha descrito que GSK3β interacciona con 14-3-3ζ, y que esta interacción 
aumenta la actividad de GSK3β sobre alguno de sus sustratos (Agarwal-Mawal et al. 2003), 
aunque existe controversia al respecto ya que otros autores desmienten este efecto 
(Matthews et al. 2005). Deberán realizarse los experimentos pertinentes para determinar si 
GSK3β puede regular de algún modo a las proteínas 14-3-3 en las CDs. 
89 
 
DISCUSIÓN 
 
Figura 49. Modelo de la relación entre GSK3β y Akt1 en la regulación de la localización de FoxO y NF-κB. 
(Izquierda) En condiciones apoptóticas (privación de factor) Akt1 se encuentra inactiva y GSK3β está activa. En 
estas condiciones GSK3β contribuye a mantener NF-κB, un factor de transcripción pro-supervivencia, retenido en el 
citosol y, por tanto, inhibido. Asimismo favorece la traslocación de FoxO, un factor de transcripción pro-apoptótico, 
al núcleo, donde transcribe genes pro-apoptóticos como Bim. A través de estos mecanismos la actividad de GSK3β 
favorece la apoptosis de las CDs. (Derecha) En presencia de los ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21, se produce la 
activación de Akt1 a través de proteínas G αi/0. Akt1 fosforila e inhibe a GSK3β, impidiendo la acción de esta 
molécula sobre FoxO y NF-κB. Además la forma activa de Akt1 favorece la traslocación de FoxO al citosol, donde 
se encuentra inhibido y no puede transcribir genes pro-apoptóticos, y la traslocación al núcleo de NF-κB, cuya 
actividad permite la transcripción de genes pro-supervivencia como Bcl-XL. De este modo la activación de CCR7 
regula la actividad de factores de transcripción como FoxO y NF-κB a través de quinasas como Akt1 y GSK3β, 
incrementando así la supervivencia de las CDs. 
Finalmente sobreexpresando una forma constitutivamente activa de GSK3β, 
demostramos que para que Akt1 pueda llevar a cabo su función pro-supervivencia es 
necesario que se produzca la inhibición de GSK3β. El efecto que tiene la inhibición de 
GSK3β sobre NF-κB y FoxO es el mismo que se observa con la activación de Akt1. 
Sabemos que el efecto pro-supervivencia de Akt1 no se deben sólo a su capacidad de 
fosforilar e inhibir a GSK3β, ya que Akt1 actúa también directamente  sobre FoxO 
(Brunet et al. 1999) y la vía de NF-κB (Bai et al. 2009). Sin embargo, dado que la actividad 
de GSK3β tiene efectos contrarios a la de Akt1 sobre la localización de NF-κB y FoxO, 
sí podemos especular que Akt1 necesite inhibir GSK3β para poder ejercer 
completamente su función pro-supervivencia, evitando que esta quinasa contrarreste su 
efecto anti-apoptótico. Los experimentos realizados muestran que la expresión de 
GSK3β-CA en CDs impide que CCL19 o CCL21 aumenten la expresión de Bcl-XL y 
disminuyan la de Bim (Figuras 47 y 48), demostrando que si GSK3β no puede ser inhibida 
las quimioquinas no pueden activar NF-κB ni inhibir la actividad de FoxO, a pesar de 
que Akt1 se active. Estos resultados demuestran que GSK3β debe ser inhibida para que 
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la activación de Akt1 inducida por CCR7 pueda incrementar la supervivencia de las 
CDs (Figuras 49). De no producirse la inhibición de GSK3β, el pool de GSK3β que 
permaneciese activo contribuiría a aumentar la actividad de FoxO y a reducir la de NF-
κB contrarrestando el efecto pro-supervivencia de Akt1. 
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1. Usando inhibidores farmacológicos mostramos que GSK3 es una molécula que 
tiene un papel pro-apoptótico en las CDs humanas. Mediante el uso de un 
inhibidor de GSK3 y marcadores que detectan selectivamente células 
apoptóticas en el ganglio linfático, mostramos, empleando microscopía de tipo 
multifotón, que GSK3 también ejerce efectos pro-apoptóticos in vivo. 
2. Existen dos isoformas de GSK3, GSK3α y GSK3β. La utilización de un siRNA 
específico para GSK3β o GSK3α, demuestra que GSK3β juega un papel 
predominante en la regulación de la apoptosis en las CDs. En concordancia con 
este concepto, la expresión de una forma constitutivamente activa de GSKβ 
aumenta la apoptosis de las CDs de manera considerable. 
3. La estimulación de CCR7 con sus ligandos inhibe la actividad de GSK3β 
induciendo la fosforilación del residuo de serina 9 de esta quinasa. El uso de la 
toxina pertúsica, que inhibe las proteínas de la familia G αi/0, y la sobreexpresión 
de αTransducina (αT), un dominante negativos del dímero βγ, demuestra que la 
fosforilación/inhibición de GSK3β inducida por CCR7 está mediada por 
proteínas de la familia Gαi/0 y por el dímero βγ. El empleo de inhibidores de 
PI3K y Akt demuestra asimismo que la mayor parte de la fosforilación de 
GSK3β está mediada por Akt. 
4. La estimulación de CCR7 inhibe la actividad de factores de transcripción de la 
familia FoxO (que son moléculas que ejercen un papel pro-apoptótico en las 
CDs). Esta inhibición está mediada por Akt1, que fosforila FoxO e induce su 
traslocación del núcleo al citoplasma, donde no puede ejercer su actividad 
transcripcional. Esto da lugar a una reducción de la expresión de Bim, una 
molécula pro-apoptótica cuya expresión está regulada por FoxO.   
5. La estimulación de CCR7 con CCL19 o CCL21 induce activación de NF-κB. 
Como consecuencia, aumenta la expresión de Bcl-XL, un factor pro-
supervivencia regulado por NF-κB. El incremento de Bcl-XL y la disminución 
de Bim (punto 4) favorece una mayor supervivencia de las CDs estimuladas con 
CCL19 o CCL21.  
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6. La forma activa de GSK3β se opone a la traslocación de NF-κB al núcleo, lo que 
resulta en la reducción del nivel de NF-κB nuclear. Por el contrario, la inhibición 
farmacológica de GSK3 da lugar a una mayor degradación de IκB, un inhibidor 
de NF-kB que retiene a esta molécula en el citoplasma, lo que favorece la 
traslocación de NF-κB al núcleo y una mayor expresión de Bcl-XL. 
7. Ni el uso de inhibidores de GSK3 ni la estimulación con los ligandos de CCR7 
producen cambio alguno en el nivel de β-catenina en las CDs. Por tanto, a 
diferencia de otros sistemas celulares, GSK3 no regula la degradación de β-
catenina en las CDs.  
8. La actividad de GSK3β regula la localización de FoxO, ya que la expresión de 
una forma constitutivamente activa de esta quinasa aumenta el nivel de FoxO1/3 
nuclear y, por el contrario, su inhibición, empleando inhibidores farmacológicos 
o siRNA específico de GSK3β, produce una disminución significativa en el 
nivel de FoxO1/3 nuclear. La disminución de FoxO1/3 se refleja en la reducción 
de la expresión de Bim.  
9. Experimentos de co-inmunoprecipitación demuestran que GSK3β y FoxO3 
interaccionan en las CDs. Dado que, por un lado, existen secuencias consenso 
para GSK3 en FoxO y, por otro, que GSK3 puede fosforilar FoxO1 in vitro, es 
posible que GSK3β fosforile directamente a FoxO en las CDs, regulando así su 
localización.  
10. Experimentos donde se sobreexpresó la forma constitutivamente activa de 
GSK3β demuestran que la forma activa de esta quinasa contrarresta el efecto 
pro-supervivencia de Akt1. Como se indicó más arriba, probablemente esto se 
debe a que la forma activa de GSK3β inhibe a NF-κB y activa a FoxO. Por 
tanto, para que Akt1 pueda cumplir su función pro-supervivencia tras la 
estimulación de CCR7, se necesita inhibir la actividad de GSK3β. 
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Gran parte de las abreviaturas y acrónimos proceden del inglés y como tal se han 
mantenido. 
 
Ab: anticuerpo 
ADP: Adenosine DiPhosphate  
Apaf-1: Apoptosis Protease-inducing 
Factor 1 
 
Bcl-2: B cell lymphoma 2 
Bcl-XL: B cell lymphoma extra large  
BH: Bcl-2 Homology 
Bim: Bcl-2 interacting mediator of 
death 
BSA: Bovine Serum Albumin 
 
cAMP: cyclic Adenosine 
MonoPhosphate  
CARD: Caspase Recruitment Domain 
CCL19: Chemokine (CC motif) Ligand 
19 
CCL21: Chemokine (CC motif) Ligand 
21 
CCR7: Chemokine (CC motif) 
Receptor 7 
Cdc42: Cell division cycle 42 
CDK2: Cyclin-dependent kinase 2 
CDs: Células Dendríticas 
CMFDA: 5-chloromethylfluorescein 
diacetate 
CPAs: Células Presentadoras de 
Antígeno 
 
DED: Death Effector Domain 
DISC: Death-Inducing Signaling 
Complex 
DNA: DeoxyriboNucleic Acid 
DTT: DiTio-Treitol 
DYRK: Dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation Regulated Kinase 
 
EDTA: EthyleneDiamineTetraacetic 
Acid 
EGTA: Ethylene Glycol Tetraacetic 
Acid 
ERK1/2: Extracellular signal-Regulated 
Kinase 1/2 
 
FCS: Fetal Calf Serum 
FKH: Forkhead 
FoxO: Forkhead box class O 
GDP: Guanine DiPhosphate 
GFP: Green Fluorescent Protein 
GM-CSF: Granulocyte/Macrophage 
Colony-Stimulating Factor 
GPCR: G protein-coupled Receptor 
GRK: G protein-coupled Receptor 
Kinase 
GS: Glycogen Synthase 
GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3 
GTP: Guanine TriPhosphate 
 
IAP: Inhibitor of Apoptosis Protein 
IκB: Inhibitor κB 
IKK: IκB Kinase 
IL-4: InterLeukin 4 
IP: Ioduro de Propidio 
 
JNK: c-Jun N-terminal Kinase 
 
KDa: Kilodalton 
 
LDH: Láctico DesHidrogenasa 
LPS: Lipopolisacárido 
 
MACS: Magnetic-Activated Cell 
Sorting 
MAPK: Mitogen-Activated Protein 
Kinase 
MHC: Major Histocompatibility 
Complex 
MST1: Mammalian Sterile20-like 1 
 
NF-κB: Nuclear Factor-κB 
NEMO: NF-κB Essential Modulator 
 
p70S6K: 70 kDa ribosomal protein S6 
Kinase 
p90rsk: 90-kDa ribosomal S6 kinase 
PBS: Phosphate-Buffered Saline 
PDK1: Phosphoinositide-Dependent 
protein Kinase 1 
PE: Phycoerythrin 
PFA: Paraformaldehído 
PH: Pleckstrin Homology 
PHLPP: PH domain Leucine-rich 
repeat Protein Phosphatase 
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PI: PhosphatidylInositol 
PI3K: PhosphatidylInositol 3-kinase 
PKA: Protein Kinase A 
PKB: Protein Kinase B 
PKC: Protein Kinase C 
PLL: Poly-L-Lysine 
plt: paucity of Lymph node T cells 
PP2A: Protein Phosphatase 2A 
PTEN: Phosphatase with TENsin 
homology 
PTX: Pertussis Toxin 
Pyk2: Proline-rich tyrosine(Y) kinase 2 
 
Rac: Ras-related C3 botulinum toxin 
substrate 
RGS: Regulator of G-protein Signaling 
RHD: Rel Homology Domain 
Rho: Ras homolog 
 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SEM: Standard Error of the Mean 
SGK: Serum and glucocorticoid-
inducible Kinase 
SH: Src Homology 
SHIP: SH2 domain containing Inositol-
5’-phosphatase 
siRNA: small interfering Ribonucleic 
Acid 
SR-FLIVO: Sulforhodamine-[Val-Ala-
Asp-fluoromethylketone (VAD-FMK)] 
 
TBS: Tris-Buffered Saline 
TCR: T Cell Receptor 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
TORC2: mammalian Target Of 
Rapamycin (mTOR) Complex 2 
 
Wnt: Wingless-type MMTV integration 
site
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